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KAS kvartarne amonijeve spojine 
Lde izlivna črpalka Lde bakterij rodu Listeria (ang. Listeria drug efflux) 
log (CFU/ml) logaritmirane vrednosti števila kolonijskih enot v 1 ml vzorca 
MBK minimalna baktericidna koncentracija 
MDR večkratna odpornost (ang. multidrug resistance) 
mdrL druţina proteinov večkratno odpornih listerij (ang. multi-drug resistance 
Listeria) 
MIK minimalna inhibitorna koncentracija 
MIK
a minimalna inhibitorna koncentracija benzalkonijevega klorida za 
neprilagojene seve listerij, določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski 
ploščici 
MIK
b minimalna inhibitorna koncentracija benzalkonijevega klorida za 
neprilagojene seve listerij, določena z rastno krivuljo 
MIK
c minimalna inhibitorna koncentracija benzalkonijevega klorida za prilagojene 
seve listerij, določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
MIK
d predvidena minimalna inhibitorna koncentracija benzalkonijevega klorida za 
prilagojene seve, ki bi bila določena z rastno krivuljo 
N število bakterij (CFU/ml) 
TSA gojišče triptični sojin agar (angl. Tryptic Soy Agar) 
TSB gojišče triptični sojin bujon (angl. Tryptic Soy Broth) 
ŢM oznaka seva zbirke bakterijskih kultur Laboratorija za ţivilsko 
mikrobiologijo, Oddelka za ţivilstvo Biotehniške fakultete 
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1 UVOD 
Bakterije vrste L. monocytogenes so oportunistični patogeni, odgovorni za resna obolenja. 
Klinični znaki lahko variirajo od blaţjega gastroenteritisa pri zdravih ljudeh pa do visoke 
smrtnosti pri nosečnicah, starejših, ljudeh z oslabljenih imunskim sistemom in pacientih z 
AIDS-om. Največ primerov listerioze pri ljudeh povzročijo trije (4b, 1/2a in 1/2b) od 
trinajstih znanih serotipov (Tamburro in sod., 2015).  
 
Bakterije vrst L. monocytogenes in L. innocua so pogosti kontaminanti ţivilsko predelovalnih 
okolij, kjer lahko preţivijo daljše časovno obdobje. Bakterije vrste L. innocua sicer niso 
patogene bakterije, a njihova prisotnost v ţivilsko predelovalnem okolju vseeno predstavlja 
določeno tveganje za potrošnike (Perrin in sod., 2003). Bakterije rodu Listeria v ţivilski 
industriji predstavljajo teţavo predvsem zaradi njihove široke razširjenosti, sposobnosti 
preţivetja v neugodnih razmerah ter sposobnosti tvorbe biofilma (Tamburro in sod., 2015).  
 
Uporaba razkuţil, kot so npr. kvartarne amonijeve spojine (KAS), prispeva tudi k 
obvladovanju bakterij rodu Listeria v ţivilsko predelovalnih okoljih. Benzalkonijev klorid 
(BAC) spada v druţino KAS in se pogosto uporablja za sanitacijo industrijskih površin. 
Njegovo delovanje povzroča disociacijo membranskega lipidnega dvosloja ter s tem celično 
smrt. Čeprav visoke koncentracije BAC popolnoma uničijo bakterijske celice na delovnih 
površinah in industrijski opremi, so rezultati določenih študij pokazali na to, da v območju 
sub-inhibitornih koncentracij BAC nekateri sevi bakterij rodu Listeria lahko preţivijo in 
razvijejo odpornost proti BAC (Tamburro in sod., 2015). Mehanizmi, povezani z odpornostjo 
bakterij rodu Listeria proti BAC, sicer niso še popolnoma znani, a se v zadnjem času vse bolj 
povezujejo z delovanjem membranskih izlivnih črpalk mdrL in Lde (Romanova in sod., 
2006). 
1.1 NAMEN DELA 
 
Glavni namen magistrske naloge je bil ugotoviti, ali se izbrani sevi bakterij vrst L. 
monocytogenes in L. innocua lahko prilagodijo na benzalkonijev klorid (BAC) po 
izpostavljanju sub-inhibitornim koncentracijam razkuţila. Prav tako smo ţeleli ugotoviti za 
kolikšen faktor se bo minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) prilagojenih sevov tekom 
prilagoditve povišala. V zaključnem delu nas je zanimalo, ali bodo prilagojeni sevi to lastnost 
ohranili in postali odporni proti razkuţilu. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predpostavili smo naslednje delovne hipoteze: 
- Vsaj 10 % testiranih sevov bakterij rodu Listeria se bo prilagodilo na povišane 
koncentracije benzalkonijevega klorida (BAC) 
- Bakterije rodu Listeria se bodo prilagodile na vsaj 3x minimalno inhibitorno 
koncentracijo BAC 
- Predvidevamo, da bo prilagoditev bakterij rodu Listeria na BAC trajna – povišana 
minimalna inhibitorna koncentracija bo ostala nespremenjena sedem precepitev.   
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2 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZNAČILNOSTI BAKTERIJ RODU Listeria  
 
Rod Listeria predstavlja 6 različnih vrst, med katerimi sta dve patogeni vrsti in sicer L. 
monocytogenes in L. ivanovii ter štiri saprofitne (L. innocua, L. welshimeri, L. grayi in L. 
seeligeri). Na podlagi analiz genoma se rod nadaljnje deli v dve sorodni, a vseeno različni 
skupini. Predstavnik prve skupine so bakterije vrste L. grayi, medtem, ko drugo skupino 
sestavljajo preostale vrste. Nadaljnje se druga skupina bakterij rodu Listeria deli na bakterije 
vrst L. monocytogenes in L innocua na eni strani in na drugi na L. ivanovii, L. welshimeri in L. 
seeligeri (Rocourt, 2007).  
 
Bakterije rodu Listeria so majhne, nesporogene, grampozitivne bakterije paličaste oblike z 
zaobljenimi robovi. Lahko rastejo kot posamezne enote ali povezane v kratke verige, običajno 
v obliki črke V ali Y. Včasih so celice kokoidne oblike in se v takem primeru lahko 
zamenjujejo z streptokoki. Kolonije dosegajo velikost premera od 0,2 do 0,8 mm, so 
modrikasto sive barve, rahlo izbočene in z gladkim izgledom površine kolonije. Bakterije 
rodu Listeria dobro uspevajo tudi na najbolj pogosto uporabljenih komercialnih 
mikrobioloških gojiščih, hitrost rasti bakterijskih celic pa se povečuje v prisotnosti 
fermentabilnih sladkorjev, predvsem glukoze. Za bakterije rodu Listeria, ki rastejo na trdnih 
gojiščih, je značilen vonj po kislem, ki je posledica produkcije karboksilnih in hidroksilnih 
kislin ter alkoholov (Rocourt, 2007). 
 
Bakterije rodu Listeria lahko rastejo v širokem temperaturnem spektru in sicer od 1 °C pa vse 
do 45 °C. Sposobnost preţivetja pri nizkih temperaturah je uporabna pri izolaciji listerij iz 
kontaminiranih vzorcev. V bujonu listerije uspevajo pri pH od 4,5 do 9,5, čeprav se smatra, da 
je za rast najbolj optimalen pH 7. Pri tem je potrebno upoštevati, da je preţivetje pri niţjem 
pH močno odvisno od temperature. Bakterije rodu Listeria so enih redkih patogenih 
organizmov, ki lahko rastejo pri aw niţjem od 0,93. Zdi se torej, da listerije relativno uspešno 
lahko preţivijo v različnih teţkih okoljskih razmerah, kot so prekislo okolje, previsoka 
koncentracija soli in neprimerna temperatura. Analiza genomov bakterij vrst L. 
monocytogenes in L. innocua je pokazala, da obe vrsti posedujeta gene, ki bi ob morebitni 
izpostavitvi stresu v okolju lahko kodirali nastanek različnih komponent, kot so regulatorni 
proteini, transporterji in regulatorji transkripcije (Rocourt, 2007). 
 
Na rast bakterij rodu Listeria vplivajo številna hranila, kot so cistein, levcin, izolevcin, 
riboflavin, tiamin ter številne druge komponente. Kot primarna vira ogljika in dušika sta v 
literaturi navedena glukoza in glutamin. Rast listerij je stimulirana tudi pri dodatku Fe
3+
 in 
fenilalanina, pri čemer je zanimivo omeniti, da se je v nekaterih eksperimentih izkazalo, da ob 
prisotnosti ţeleza prihaja do hitrejše rasti virulentnih sevov v primerjavi z nevirulentnimi sevi 
listerij (Rocourt, 2007). 
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Listerije so aerobne, mikroaerofilne, fakultativno anaerobne, homofermentativne, katalaza-
pozitivne in okisidaza-negativne bakterije. Vsi sevi rastejo na glukozi, zaradi metabolne 
aktivnosti pa pri tem prihaja do tvorbe laktata, acetata in acetoina v aerobnih razmerah, 
medtem ko v anaerobnih razmerah ne prihaja do tvorbe acetoina. Pri razgradnji amigdalina, 
celobioze, fruktoze, manoze, maltoze, dekstrina in glicerola prihaja do tvorbe kislin. 
Raziskave kaţejo, da pri metabolizmu bakterij rodu Listeria ne prihaja do tvorbe fenilalanina, 
vodikovega sulfida, indola, deaminaze ter lizin-, arginin- ter ornitin- dekarboksilacije 
(Rocourt, 2007). 
 
Listerije so ubikvitarni mikroorganizmi in so bile izolirane iz različnih naravnih okolij, tako 
zemlje kot tudi vode, rastlin, kanalizacije, ţivalske krme, kmetijskih in ţivilsko predelovalnih 
obratov. Kontaminacija ţivila z bakterijami rodu Listeria se lahko zgodi na vseh stopnjah 
ţivilske verige, a se je izkazalo, da je najbolj problematična predelava ţivil (Fenlon, 2007).  
 
Z medicinskega vidika je L. monocytogenes najpomembnejša vrsta bakterij rodu Listeria, ki 
pri ljudeh povzroča širok spekter obolenj, imenovanih listerioza. Ključne lastnosti se gibljejo 
od gripe podobne bolezni do meningitisa, ki ga pogosto spremlja septikemija in 
meningoencefalitis (Troxler in sod., 2000). Tveganje za listeriozo je največje pri nosečnicah, 
dojenčkih, starejših ter pri ljudeh z oslabljenim imunskim sistemom. Ţe od leta 1929 so 
bakterije vrste L. monocytogenes poznan patogen, a je šele v osemdesetih letih prejšnjega 
stoletja postalo jasno, da je listerioza povezana z uţivanjem kontaminiranih ţivil (Slutsker in 
Schuchat, 2007). Za zmanjševanje tveganja okuţbe z listeriozo se priporoča izogibanje 
kritičnim ţivilom, kot so mehki siri, nepasterizirano mleko, klobase, prekajene ribe, solata ter 
hladni pripravki za takojšnje uţivanje (Milillo in sod., 2012).  
 
Poleg prenosa bakterij vrste L. monocytogenes na ljudi z zauţitjem kontaminiranega ţivila, se 
prenos iz ţivine na ljudi lahko zgodi tudi z direktnim kontaktom z okuţeno ţivaljo, npr. med 
kotitvijo mladičev. Okuţba ţivine z bakterijami vrste L. monocytogenes je največkrat 
posledica kontaminirane krme. Za večino ţivalske krme je značilna nizka vsebnost vode, kar 
vpliva na sposobnost razmnoţevanja bakterij vrste L. monocytogenes. Najbolj problematična 
ţivilska krma s tega vidika je silaţa. Pri optimalno posušeni silaţe pri siliranju namreč pride 
do anaerobnih razmer, kar pospeši rast mlečnokislinskih bakterij, ki metabolizirajo sladkorje v 
mlečno kislino. To povzroči padec pH, kar inhibira rast bakterij vrste L. monocytogenes. 
Problem nastane pri travnati silaţi v hladnejših, bolj vlaţnih klimatskih razmerah, saj kot taka 
vsebuje manj sladkorjev in višjo vsebnost vode (Wesley, 2007). 
 
Za razliko od bakterij vrste L. monocytogenes, ki povzročajo obolenja pri ljudeh in drugih 
sesalcih, bakterije vrste L. ivanovii primarno povzročajo obolenja pri preţvekovalcih in splav 
pri ovcah, so pa vseeno poročila tudi o okuţbah pri ljudeh. Moţnost, da bi ljudje zboleli za 
listeriozo, povzročeno s strani ostalih nepatogenih vrst listerij je majhna, a so bile tudi pri 
nepatogenih vrstah listerij ugotovljene določene patogene lastnosti, ki bi lahko privedle do 
razvoja bolezni, sploh v primeru, če bi prišlo do zauţitja močno kontaminiranega ţivila 
(Wesley, 2007). 
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Razen bakterij vrste L. grayi, imajo bakterije rodu Listeria značilno naravno občutljivost za 
različne protimikrobne učinkovine, ki je pričakovana pri grampozitivnih bakterijah. Tako so 
občutljive na glikopeptide, tetracikline, trimetoprim, penicilin, rifampicin, makrolide, 
linkozamide in kloramfenikol ter naravno odporne proti večini cefalosporinov in ne-
flourokinolov (Troxler in sod., 2000). 
2.1.1 Bakterije vrste Listeria monocytogenes 
 
Bakterije vrste L. monocytogenes se v okolju pojavljajo v različnih ekosistemih, čeprav 
izsledki raziskav kaţejo, da jih najpogosteje najdemo v vzorcih zemlje blizu vode, zemlji z 
višjo vsebnostjo vode in v zemlji, ki se nahaja v bliţini pašnikov. Med drugim jo najdemo 
tudi v črevesnem traktu ljudi, pri čemer se ocenjuje, da je nekje od 2-10 % populacije ljudi 
prenašalcev brez razvoja bolezenskih znakov (Fenlon, 2007). Bakterije vrste L. 
monocytogenes v ţivilsko predelovalno okolje vstopajo preko kontaminiranih surovin, 
zaposlenih ali opreme. Zaradi nezadostnega čiščenja delovnih površin, nepravilne rabe 
razkuţil ter nezadostnega nadzora nad opremo in zaposlenimi pa lahko v tem okolju preţivijo 
tudi dlje časa (Lou in Yousef, 2007). V nekaterih ţivilskih obratih so določene seve bakterij 
vrste L. monocytogenes izolirali tekom večletnega obdobja. Znanstveniki sklepajo, da gre pri 
takih primerih lahko za dve različni razlagi. Lahko, da gre za ponavljajoči vnos določenega 
seva iz zunanjega okolja v ţivilsko predelovalni obrat ali pa gre za posledico preţivetja 
določenih sevov v ekoloških nišah ţivilsko predelovalnega okolja, kot so npr. razpoke površin 
ter tesnila, ki jih je teţko očistiti in razkuţiti (Buchanan in sod., 2017).  
 
Preţivetje bakterij vrste L. monocytogenes v teh ekoloških nišah se med drugim povezuje tudi 
s sposobnostjo listerij za tvorbo biofilma, saj so bakterijske celice v biofilmu bolj zaščitene 
pred biocidi, čistili in antibiotiki, kot prosto ţiveče celice. Odpornost bakterijskih celic v 
biofilmu proti protimikrobnim sredstvom variira glede na začetno velikost inokuluma, starost 
biofilma in temperaturo okolja. Bakterije vrste L. monocytogenes lahko tvorijo biofilm na 
različnih površinah, tako na nerjavečem jeklu, steklu, lesu, porcelanu, plastiki, gumi ter celo 
papirju. Glede na material prihaja do razlik v tvorbi biofilma, pri čemer je tvorba biofilma 
močnejša na polivinilu ali poliuretanu kot pa na nerjavečem jeklu (Lou in Yousef, 2007). 
Rezultati raziskav kaţejo (Kadam in sod., 2013), da so vsi od 143 preiskovanih sevov bakterij 
vrste L. monocytogenes sposobni tvorbe biofilma. Tvorba biofilma je najbolj odvisna od 
temperature, pri čemer intenziteta tvorbe biofilma pada skupaj s temperaturo. Prav tako je 
tvorba biofilma bolj intenzivna pri sevih, ki rastejo na gojiščih z nizko vsebnostjo hranil kot 
pa pri sevih, ki so rastejo na bogatih gojiščih.  
 
Sposobnost preţivetja pri visokem osmotskem tlaku, nizkem pH ter nizki temperaturi, še 
povečuje teţavo pri obvladovanju tega patogenega organizma v ţivilski industriji (Milillo in 
sod., 2012). Čeprav bakterije vrste L. monocytogenes ne rastejo pod -1,5 °C, lahko preţivijo 
pri precej niţjih temperaturah. Ugotovljeno je bilo, da je število bakterijskih celic padlo na 
vsebnost < 10 šele po treh mesecih hrambe pri -18 do -23 °C pri različnih vzorcih 
kontaminiranih ţivilih, kot so ribe, raki, govedina, puran, koruza in sladoled. Preţivetje in 
Podpac M. Prilagoditev listerij na benzalkonijev klorid.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za ţivilstvo, 2018 
 
 
5 
poškodba celic bakterij vrste L. monocytogenes med shranjevanjem pri nizkih temperaturah je 
močno odvisno od temperature, hitrosti zamrzovanja in uporabljenega topila. Nekatere 
komponente v hrani pri zamrzovanju lahko delujejo kot zaščita proti celični poškodbi bakterij 
vrste L. monocytogenes. Študije so pokazale, da dodatek mleka pri zamrzovanju lahko 
zmanjša število poškodovanih celic v vzorcih, shranjenih pri -18 °C. Za to najbolj zasluţne so 
komponente, ki ji najdemo v mleku, kot so npr. kazein, laktoza in maščoba (Lou in Yousef, 
2007). 
 
V ţivilski industriji je pasterizacija ena izmed najbolj pogosto uporabljenih metod za 
obvladovanje patogenih organizmov v ţivilih. Višje temperature pri bakterijah vrste L. 
monocytogenes povzročijo ireverzibilno poškodbo celic ter smrt. Pri temperaturah višjih od 
56 °C pride do poškodbe ribosomov, odvijanja proteinov in denaturacije ter posledično tudi 
do inaktivacije encimov. Pri segrevanju ribosomi izgubijo Mg
2+
, kar privede do disociacije 
podenote 30S in 50S ribosoma. Poškodba ribomosov, predvsem podenote 30S ribosoma, je 
eden glavnih vzrokov, ki povzroči smrt vegetativnih celic bakterij vrste L. monocytogenes pri 
segrevanju. Tako kot pri zamrzovanju, tudi pri segrevanju lahko nekatere komponente v 
ţivilih vplivajo na preţivetje bakterij vrste L. monocytogenes. Odpornost bakterij vrste L. 
monocytogenes na višje temperature se razlikuje glede na pH ţivila, vsebnost maščob, 
koncentracijo soli, odsotnostjo protimikrobnih komponent in prisotnostjo stabilizatorjev, kot 
sta guar gum in karagenan. Razlike v odpornosti proti povišani temperaturi glede na 
komponente ţivila so lahko povezane z dostopnostjo hranil, ki podpirajo rast bakterij rodu 
Listeria. Predvideva se namreč, da bi lahko zmanjšana dostopnost hranil pri bakterijah vrste 
L. monocytogenes sproţila odziv na stresne razmere in s tem posledično povišala odpornost 
patogena proti toploti (Lou in Yousef, 2007). 
 
Teţavo pri obvladovanju bakterij vrste L. monocytogenes v ţivilski industriji predstavlja tudi 
sposobnost preţivetja bakterij pri niţji vsebnosti vode v ţivilih. Niţja vsebnost vode povzroči, 
da se v bakterijski celici zniţa znotrajcelični tlak, ki vpliva na celično steno in delitev celice, 
ter s tem inhibira rast bakterij. Večina sveţih ţivil ima vodno aktivnost (aw) > 0,98, zato so 
postopki konzerviranja hrane, kot so sušenje, dodajanje soli in sladkorja, v ţivilski industriji 
pogosti. Bakterije vrste L. monocytogenes, tako kot večina ostalih mikroorganizmov, najbolj 
optimalno rastejo pri aw > 0,97. A študije so pokazale, da se za razliko od ostalih 
mikroorganizmov, lahko razmnoţujejo tudi pri vrednosti aw 0,90. Čeprav bakterijska rast pri 
vrednostih aw niţjih od 0,90 ni bila zaznana, pa bakterije vrste L. monocytogenes lahko 
preţivijo tudi pri niţjih vrednosti aw za daljše časovno obdobje, predvsem pri shranjevanju pri 
niţjih temperaturah (Lou in Yousef, 2007). 
2.1.2 Bakterije vrste Listeria inoccua 
 
Bakterije vrste L. innocua so nepatogena vrsta listerij, ki je glede na določene morfološke, 
biokemijske in molekularne lastnosti zelo podobne bakterijam vrste L. monocytogenes (Liu in 
sod., 2003). Zaradi medsebojne podobnosti se bakterije vrste L. innocua uporabljajo kot 
modelni organizem namesto bakterij vrste L. monocytogenes pri študijah, kjer uporaba 
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slednjih ni mogoča. Rezultati raziskave, izvedene na primeru solate (Francis in O'Beirne, 
1998) so potrdili, da obstajajo podobni vzorci rasti in preţivetja med obema vrstama. 
 
Pogosta izolacija bakterij vrste L. innocua iz različnih ţivil nakazuje, da gre za pogost 
kontaminant v ţivilsko predelovalnem okolju. Kljub temu, da ne gre za patogeno bakterijo, to 
ne pomeni, da ne predstavlja nobene nevarnosti za potrošnike. Leta 2003 je bilo objavljeno 
poročilo o prvem smrtnem primeru pacienta, za katerega se je izkazalo, da je umrl za 
posledicami okuţbe z bakterijo vrste L. innocua (Perrin in sod., 2003). Razumevanje razmer 
rasti in preţivetja so torej ključni pri obvladovanju bakterij vrste L. innocua v ţivilski 
industriji. Char in sod. (2009) so ugotavljali sposobnost preţivetja bakterij vrste L. innocua v 
toplotno obdelanem pomarančnem soku. Ugotovili so, da je pri temperaturi 57 °C število 
bakterijskih celic upadlo za 5 log v 6,2 minutah, medtem, ko je bilo pri temperaturi 62 °C 
potrebno le 1,7 minute za enak učinek. Kombinacija stresnih razmer, dodatek vanilina in 
toplotne obdelave še pospešujejo kinetiko inaktivacije bakterij vrste L. innocua. Optimalne 
razmere rasti bakterij vrste L. innocua so pri temperaturi 30 °C ter pH 7, pri čemer je rast 
odvisna od kombinacije temperature in pH ţivila (Le Marc in sod., 2002).  
 
Bakterije vrste L. innocua ne povzročajo β-hemolize, prav tako pri rasti bakterij na 
kromogenem gojišču, kot je npr. ALOA, ni zaznavne aktivnosti fosfatidil-inositol specifične 
fosfolipaze C (Liu in sod., 2003).  
2.2 KVARTARNE AMONIJEVE SPOJINE 
 
Pomemben del obvladovanja mikrobiološke kakovosti v ţivilskih obratih je čiščenje delovnih 
površin in opreme. Čiščenje je proces, ki je sestavljen iz več korakov pri čemer je sanitacija 
tisti kritični korak, s katerim občutno zmanjšamo število patogenih organizmov in ostalih 
kvarljivcev v obratih ter s tem zmanjšujemo moţnost navzkriţne kontaminacije ţivilskih 
izdelkov (Lou in Yousef, 2007). 
 
Ljudje so ţe pred 2000 leti uporabljali alkohol kot protimikrobno sredstvo, čeprav mehanizma 
delovanja etanola niso popolnoma razumeli. V 19. in začetku 20. stoletja so se pojavile druge 
spojine, kot so fenoli in hipokloriti, kasneje pa so se kot razkuţilno sredstvo začele 
uveljavljati KAS. Danes kot razkuţila uporabljamo tudi klorheksidin, različne perokside 
(vodikov peroksid, ozon, perocetno kislino) in srebrove soli ter glutaraldehid (Russel, 2004). 
Glede na učinkovitost se razkuţila med seboj razlikujejo. Poznamo visoko učinkovita 
razkuţila (angl. high level disinfectant), ki pri dovolj visoki koncentraciji uničijo vse 
mikroorganizme, tudi bakterijske spore. V to skupino razkuţil spadajo glutaraldehid, 
perocetna kislna, hidrogen peroksid in orto-ftalaldehid. Zmerno učinkovita razkuţila (angl. 
intermediate level disinfectant) uničijo vse vegetativne celice, glive, nekatere vrste virusov, ne 
pa tudi bakterijskih spor. Zadnja skupina so nizko učinkovita razkuţila (ang. low level 
disinfectant), ki inaktivirajo večino vegetativnih celic ter nekatere vrste virusov in gliv. V to 
vrsto razkuţil spadajo tudi razkuţila iz druţine KAS (CDC, 2008). 
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KAS pogosto najdemo v čistilnih raztopinah, ki se uporabljajo v gospodinjstvih, restavracijah, 
medicini, farmaciji in ţivilski industriji. Uporabljajo se tudi v kozmetičnih izdelkih za 
preprečevanje mikrobne kontaminacije. V zdravstvu so KAS v veliki meri nadomestile 
razkuţila na osnovi alkohola, saj so bolj učinkovite pri zmanjševanju bakterijske 
kontaminacije in omejevanju bolnišničnih okuţb. Vedno pogosteje se dodajajo v peroralne 
izdelke, ki so namenjeni izpiranju ust, v kapljice za oči ali pršila za nos (Melin in sod., 2014). 
KAS so molekule z vsaj enim daljšim hidrofobnim alkilnim radikalom, ki je z ionsko vezjo 
vezan na pozitivno nabit dušikov atom (Jing in sod., 2011). Protimikrobno delovanje KAS je 
odvisno od dolţine alkilne verige in je usmerjeno predvsem na spremembo prepustnosti 
membrane, kar povzroči citolitično izločanje citoplazemskega materiala ţe pri nizkih 
koncentracijah. Pri višjih koncentracijah delujejo na karboksilne skupine v celični membrani 
in povzročijo koagulacijo proteinov v bakterijski citoplazmi. KAS so še posebej učinkovite 
proti grampozitivnim bakterijam, imajo pa tudi baktericidni učinek tudi na gramnegativne 
bakterije, nekatere viruse, glive in praţivali (To in sod., 2002). Od dolţine alkilne verige so 
odvisne tudi ostale fizikalno-kemijske lastnosti in sposobnost mikrobne razgradnje KAS v 
okolju. Moţnost biorazgradnje KAS se običajno zmanjšuje z številom ne-metilnih alkilnih 
skupin (npr. R4N
+
 < R3MeN
+
 < R2Me2N
+
 < RMe3N
+
 < Me4N
+
 (Me= metilni radikal)). 
Zamenjava metilne skupine z benzilno skupino še dodatno oteţi biorazgradnjo KAS (Hong in 
sod., 2017). 
 
Trenutno so na trgu najbolj pogosto uporabljene naslednje spojine KAS: benzalkonijev klorid 
(BAC), didecildimetilamonijev klorid (DDAC), cetilpiridinijev klorid (CPC) in klorheksidin 
(CHX) (Minbiole in sod., 2016). Sposobnost prilagoditve in optimiziranja strukture KAS za 
izboljšanje specifičnih funkcij je pripomogla k vse večji uporabi KAS v potrošniških izdelkih. 
Za optimizacijo učinkovitosti so bile nekatere KAS industrijsko modificirane s substitucijo 
vodika na aromatskem obroču s klorom, metilno ali etilno skupino. Na ta način so nastale 
različne spojine z večjo protimikrobno učinkovitostjo in boljšo razkuţevalno sposobnostjo. 
Nekatere spojine KAS so v uporabi ţe od več kot 50 let in se smatrajo za relativno varne 
spojine. Glede na čas in razširjenost uporabe KAS v komercialnih in potrošniških izdelkih je 
le majhen deleţ študij nakazalo na njihovo potencialno toksičnost. Kljub temu se pri tem 
pojavlja vprašanje o dejanski toksičnosti novejših kombinacij KAS, katerih uporaba še ni tako 
dolgotrajna (Melin in sod., 2014).  
2.2.1 Benzalkonijev klorid 
 
BAC je razkuţilo, ki ga uvrščamo med KAS. Pogosto se kot kationsko površinsko aktivno 
sredstvo uporablja za medicinsko dezinfekcijo in sanitacijo v ţivilsko predelovalnih okoljih 
zaradi svoje dvojne, tako hidrofobne kot tudi hidrofilne, narave. Pogosto se dodaja kot biocid 
v izdelke za osebno nego (kapljice za oko, čistilne raztopine), kozmetiko in produkte za 
dezinfekcijo koţe. Kot najvišja količina BAC, ki se še priporoča pri kontaktu s koţo, je 2 
mg/ml. Toksičnost BAC je sicer nizka, a nepravilna uporaba ima lahko resne posledice. BAC 
se v kapljicah za oči uporablja ţe od leta 1950, toda vse več študij kaţe na to, da dolgoročna 
uporaba lahko privede do različnih bolezenskih stanj roţenice (Liu in sod., 2017). Dodaja se 
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tudi v različne zobne materiale, kot so lepila, kompoziti, smole in steklasto ionomerne 
cemente, saj se na ta način podaljšuje njihova ţivljenjska doba zaradi njegove sposobnosti 
inhibiranja proteaz (Arias-Moliz in sod., 2015). 
 
BAC je mešanica alkilbenzildimetilamonijevih kloridov s splošno formulo 
[C6H5CH2N(CH3)2RCl], pri čemer obstaja več analogov, ki se med seboj razlikujejo glede na 
dolţino alifatske alkilne verige, ki najpogosteje vsebujejo 12, 14 ali 16 ogljikovih atomov. 
Glede na dolţino alkilne verige je odvisen njihov protibakterijski učinek. C12- BAC inhibira 
kvasovke in plesni, medtem, ko C14- in C16-BAC inhibirata tudi grampozitivne ter 
gramnegativne bakterije. Po priporočilih USP (ang. United States Pharmacopeia) naj v 
mešanici BAC deleţ C12-BAC ne bi bil manjši od 40 %, deleţ C14-BAC pa naj ne bi bil niţji 
od 20 %, pri čemer naj skupni deleţ obeh ne bi bil niţji od 70 % (Liu in sod., 2017). 
Protimikrobno delovanje BAC temelji na spremembi permeabilnosti celične membrane in 
motenj v naboju celične membrane, kar povzroči izločanje citoplazme v zunanjost celice ter s 
tem celično smrt (Arias-Moliz in sod., 2015). 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Kemijska struktura benzalkonijevega klorida (BAC) (Hong in sod., 2017) 
 
S slike 1 je razvidno, da BAC vsebuje na dušikov atom poleg alkilne verige vezani še dve 
metilni skupini ter eno benzilno skupino, zaradi česar je njegova mikrobna razgradnja precej 
oteţena. Pomen sposobnosti razgradnje BAC je predvsem pomemben zaradi njegovega vpliva 
na okolje in organizme, ki so na ta način izpostavljeni niţjim koncentracijam BAC. Raziskave 
so pokazale, da BAC ţe pri koncentraciji 2 mg/l inhibira proces nitrifikacije, medtem, ko 
proces denitrifikacije inhibira pri koncentraciji 50 mg/l. Tehnike za odstranjevanje BAC iz 
okolja, kot so biodegradacija, flokulacija, ionska izmenjava in ultrafiltracija, so se izkazale za 
bodisi neučinkovito v primeru višjih koncentracij BAC ali predrago metodo za uporabo v 
praksi. Uporaba kemijske oksidacije ter s tem naprednih oksidacijskih procesov (ang. 
advanced oxidation processes) je metoda, ki kaţe precejšen potencial pri odstranjevanju 
toksičnih in nerazgradljivih onesnaţeval iz okolja in odpadnih voda (Hong in sod., 2017). 
2.3 PRILAGODITEV BAKTERIJ NA RAZKUŢILA 
 
Razkuţila so torej v splošnem kemijski agensi, ki igrajo ključno vlogo pri obvladovanju rasti 
bakterij in preprečevanju bolezni. Učinek razkuţila na organizem pa ni odvisen samo od vrste 
razkuţila, temveč tudi od vrste organizma. Kot najmanj občutljivi na razkuţila so se izkazali 
prioni, sledijo kokcidiji, nato bakterijske spore in mikobakterije. Gramnegativne bakterije so v 
osnovi bolj odporne proti razkuţilom kot grampozitivne. Opazna je tudi razlika v občutljivosti 
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na razkuţila med različnimi predstavniki grampozitivnih in gramnegativnih bakterij. Tako so 
enterokoki bolj odporni kot pa stafilokoki ali streptokoki (Russell, 1999).  
 
Ob pravilni uporabi in primerni koncentraciji so razkuţila precej učinkovita pri preprečevanju 
rasti bakterij. Zaradi različnih razlogov, kot so nepopolno čiščenje delovnih površin, 
premajhen odmerek uporabljenega razkuţila ali zaradi tvorbe biofilma na delovnih površin, 
pa lahko v stik z bakterijami prihajajo tudi v manjših koncentracijah. V takih razmerah so 
bakterije izpostavljene sub-letalnim koncentracijam razkuţil, kar lahko vodi do prilagoditve 
bakterij na razkuţila (Soumet in sod., 2016).  
 
Membranske izlivne črpalke, za katere se v literaturi uporabljajo tudi izrazi »sistem 
transportnih proteinov« in »efluksne črpalke« so pomembni dejavniki pri razvoju bakterijske 
odpornosti proti razkuţilom (Gadea in sod., 2017). Poznamo tri oblike bakterijske odpornosti: 
intrinzično odpornost, pridobljeno odpornost in fenotipsko odpornost. Izraz intrinzična 
odpornost se nanaša na za posamezno vrsto bakterije značilno raven občutljivosti na določeno 
spojino. Pridobljena odpornost se lahko razvije na dva načina. Pri prvem pride med 
bakterijami do horizontalnega prenosa genov, ki kodirajo membranske izlivne črpalke, 
medtem ko pri drugem načinu mutacija povzroči povečano izraţanje kromosomsko kodiranih 
izlivnih membranskih črpalk. Tretja, fenotipska odpornost, je posledica prehodnega 
povečanega delovanja membranskih izlivnih črpalk kot posledica specifičnih razmer v okolju 
(Hernando-Amado in sod., 2016).  
 
Geni, ki kodirajo izraţanje sistema membranskih izlivnih črpalk, so lahko locirani na 
kromosomih ali plazmidih (Sun in sod., 2014). Membranske izlivne črpalke, kodirane na 
kromosomih, običajno lahko pripomorejo k izločanju širokega razpona substratov. Za razliko 
od teh, je razpon izločenih substratov oţji v primeru membranskih izlivnih črpalk, ki so 
kodirane na plazmidih (Hernando-Amado in sod., 2016). Glede na to, da so geni za izraţanje 
sistema membranskih izlivnih črpalk prisotni pri velikem številu bakterijskih vrst ter da je 
izraţanje odvisno od transkripcijskih regulatorjev, se predvideva, da imajo membranske 
črpalke fiziološko vlogo pri odgovoru na stresne razmere v okolju, razvoju in patogenezi 
bakterij. Z izločanjem različnih protimikrobnih snovi prispevajo k prilagoditvi in preţivetju 
bakterij v njihovih ekoloških in fizioloških nišah. Membranske izlivne črpalke lahko 
razdelimo v 5 proteinskih druţin (Sun in sod., 2014): 
1. druţina MFS (ang. major facilitator superfamily) 
2. druţina adenozin trifosfat (ATP) vezavnih kaset (druţina ABC) 
3. druţina MATE (ang. multidrug and toxic compound extrusion) 
4. druţina SMR (ang. small multidrug resistance) 
5. druţina RND (ang. resistance-nodulation devision) 
 
Za razliko od druţine RND, ki je značilna samo za gramnegativne bakterije, so preostale štiri 
druţine membranskih izlivnih črpalk (MFS, ABAC, SMR in MATE) prisotne tako pri 
gramnegativnih kot grampozitivnih bakterijah. Zaradi kompleksnejše tridelne zgradbe, ki 
omogoča neposredno izločanje toksičnih snovi iz citosola ali periplazemskega prostora, se 
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nekatere črpalke, ki spadajo v druţino RND povezujejo z odpornostjo proti antibiotikom, kot 
je npr. AcrB pri bakterijah vrste E. coli in seva S. Typhimurium ter MexB pri bakterijah vrste 
P. aeruginosa. Pri grampozitivnih bakterijah so klinično pomembne predvsem črpalke, ki 
spadajo v druţino MFS, kot je npr. NorA pri bakterijah vrste S. auereus in PmrA pri 
bakterijah vrste S. pneumoniae (Sun in sod., 2014). V druţino MFS spadata tudi dva zelo 
strukturno podobna transportna proteina, QacA in QacB, ki imata vpliv na razvoj odpornosti 
bakterij rodu Staphylococcus proti KAS. Transportni protein QacA iz bakterijske celice lahko 
izloča širok spekter substratov, kot so KAS, akriflavin, etidijev bromid in predstavnike 
diamidinov. Za razliko od proteina QacA, QacB nima vpliva na izločanje diamidinov. 
Transportni protein QacC, ki ima pri bakterijah rodu Staphylococcus prav tako vlogo pri 
izločanju KAS in etidijevega bromida, strukturno uvrščamo v druţino SMR (Wassenaar in 
sod., 2015). Raziskave so pokazale (Mereghetti in sod., 2000), da geni qacA in smr niso 
povezani z razvojem odpornosti bakterij vrste L. monocytogenes proti KAS. Z razvojem 
odpornosti bakterij vrste L. monocytogenes se povezuje gen mdrL, ki kodira protein, ki je po 
strukturi homologen proteinu, ki spada v MDR (ang. multi-drug resistance) efluksni sistem 
bakterij vrste Bacillus subtilis. 
 
V zadnjem času se precej izpostavlja moţnost, da bi izpostavitev bakterij sub-inhibitornim 
koncentracijam razkuţil lahko vodila do zmanjšane občutljivosti bakterij na antibiotike, saj 
nekateri efluksni sistemi MDR prispevajo k izločanju tako biocidov kot tudi antibiotikov iz 
notranjosti bakterijske celice (Webber in sod., 2015). Eden takih primerov je črpalka MdrL, ki 
je poleg izločanja biocidov iz notranjosti bakterijske celice vpletena tudi v izločanje 
makrolidov in cefotaksima (Tamburro in sod., 2015). Pogosta prisotnost biocidov v okolju za 
izpostavljene bakterije predstavlja dolgotrajno nizko stopnjo stresa, pri čemer bi lahko prišlo 
do selektivnega pritiska in favoriziranja mutantov z zmanjšano občutljivostjo na biocide, kar 
bi lahko v teoriji privedlo tudi do razvoja odpornosti proti antibiotikom (Webber in sod., 
2015). Mehanizmi fenomena navzkriţne odpornosti med biocidi in antibiotiki so zaenkrat še 
slabo raziskani (Soumet in drugi, 2016). 
2.3.1 Prilagoditev bakterij rodu Listeria na benzalkonijev klorid 
 
Številne študije kaţejo na to, da se bakterije vrste L. monocytogenes lahko prilagodijo na višje 
koncentracije KAS, vendar mehanizem odpornosti še ni popolnoma raziskan. Z razvojem 
odpornosti proti BAC se povezuje genska kaseta, imenovana bcrABC in je bila prvič 
identificirana na plazmidu (plM80), pridobljenem iz sevov, ki so bili odgovorni za izbruh 
listerioze v ZDA v letu 1998-1999. Sestavljajo jo transkripcijski regulator iz druţine TetR in 
dva gena SMR (bcrB in bcrC). Raziskave so pokazale, da je transkripcija bcrABC pri 
bakterijah vrste L. monocytogenes inducirana v prisotnosti sub-inhibitornih koncentracij BAC 
(Tamburro in sod., 2015). 
 
Pri bakterijah vrste L. monocytogenes sta v literaturi opisani dve vrsti membranskih izlivnih 
črpalk, ki spadata v druţino MFS. Prva, MdrL (ang. Multi-drug Resistance Listeria), prispeva 
k izločanju antibiotikov, teţkih kovin in etidijevega bromida (Romanova in sod., 2006). 
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Predvideva se, da je transkripcijski represor za mdrL protein ladR, ki ga kodira gen orfA, 
čeprav nekatere študije tega niso potrdile (Tamburro in sod., 2015). Druga membranska 
izlivna črpalka, Lde (ang. Listeria drug efflux), je povezana z odpornostjo proti 
flurokinolonom in deloma z odpornostjo proti etidijevemu bromidu (Romanova in sod., 
2006). Do sedaj so bile najpogosteje sicer raziskane povezave med BAC in indukcijo 
efluksnega mehanizma v primeru bakterij vrste S. aureus, a je bilo ugotovljeno, da BAC tudi 
pri bakterijah vrste L. monocytogenes inducira podoben efluksni mehanizem. Rezultati študije 
Tamburra in sod. (2015) so namreč pokazali, da obstaja znatna povezava med povišanem 
izraţanjem mdrL in izpostavitvijo BAC. Prav tako je bila pri izpostavitvi bakterij vrste L. 
monocytogenes BAC potrjeno povišano izraţanje gena sigB, ki kodira alternativni sigma 
faktor B. Predvideva se, da obstaja korelacija med mdrl in sigma faktorjem B, pri čemer ima 
slednji vlogo pri koordinaciji bakterijskega odziva na stresne okoljske razmere (nizki pH, 
izpostavitev etanolu, osmotski stres) in aktivaciji izraţanja gena mdrL. 
 
Kot eden izmed moţnih mehanizmov za razvoj odpornosti bakterij vrste L. monocytogenes 
proti KAS se omenja tudi spremembo sestave maščobnih kislin v bakterijski membrani 
(Bisbiroulas in sod., 2011), kar bakterijam omogoča rast v stresnih razmerah. Fizikalno-
kemijske lastnosti na površini bakterijskih celic, kot so hidrofobnost, van der Waalsove vezi 
in Lewisova bazna karakteristika so odvisne od sestave membranskih lipidov ter vplivajo na 
interakcijo bakterijskih celic z abiotskimi površinami. Obseţna raziskava, izvedena leta 2010, 
je pokazala, da izpostavitev sub-inhibitornim koncentracijam BAC ne vpliva na število 
nevtralnih lipidov v membranski strukturi prilagojenih sevov v primerjavi s kontrolo, se je pa 
močno zniţala vsebnost lipidnega fosforja pri izpostavljenih sevih. Prav tako se z 
prilagoditvijo sevov ni spremenilo razmerje med nevtralnimi in polarnimi lipidi glede na 
kontrolo. Nadaljnje analize so pokazale, da je v membrani izpostavljenih sevov prišlo do 
povišanja vsebnosti nasičenih maščobnih kislin (predvsem C16:0 in C18:0) in nenasičenih 
maščobnih kislin (C16:1 in C18:1). Med drugim je v membrani izpostavljenih sevov prišlo 
tudi do očitnega povišanja vsebnosti anionskih fosfolipidovov ter zmanjšanja vsebnosti 
amfifilnega fosfoaminolipida in lipidnega fosforja. Te spremembe lipidov lahko vodijo do 
zmanjšane fluidnosti membrane in sprememb v fizikalno-kemijskih lastnostih na površini 
celice, kar lahko poviša sposobnost adhezije prilagojenih sevov na abiotske površine 
(Bisbiroulas in sod., 2011).  
 
Strokovnjaki predvidevajo, da bi v teoriji pri prilagoditvi listerij na KAS lahko v bakterijski 
celici prišlo celo do aktivacije dveh ali več mehanizmov hkrati, kot so npr. modifikacija 
strukture in sestave bakterijske membrane, optimizacija tvorbe biofilma, prekomerno 
izraţanje genov, ki kodirajo membranske izlivne črpalke in biorazgradnja razkuţila (Gadea in 
sod., 2017). 
 
Izvedenih je bilo več raziskav, v katerih so znanstveniki preverjali sposobnost prilagoditve 
listerij na benzalkonijev klorid. To in sod. (2002), so izbrane seve bakterij vrste L. 
monocytogenes izpostavljali sub-inhibitornim koncentracijam BAC, pri čemer se je izkazalo, 
da je lahko rast bakterijske kulture pri sub-inhibitornih koncentracijah BAC zaznana šele po 
Podpac M. Prilagoditev listerij na benzalkonijev klorid.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za ţivilstvo, 2018 
 
 
12 
tednu dni inkubacije pri 37 °C v tekočem gojišču TSB. Vsi sevi so bili nato izpostavljeni 
vedno višjim koncentracijam. Prilagoditev so zaustavili, ko rast po desetih zaporednih 
precepitvah v sveţe gojišče z dodanim BAC še vedno ni bila zaznana. Rezultati so pokazali, 
da se je vseh šest preiskovanih sevov uspelo prilagoditi na višje koncentracije BAC. Ugotovili 
so tudi, da se je MIK sevov, ki so imeli niţje začetne vrednosti MIK za BAC (1 µg/ml) 
povišala za vsaj petkrat (5-6 µg/ml). Pri nadaljnjem raziskovanju so ugotovili, da je MIK 
prilagojenih sevov ostala nespremenjena deset mesecev subkultivacije. Podobne rezultate so 
dobili tudi Romanova in  sod. (2006), ki so ugotovili, da so se na BAC uspeli prilagoditi vsi 
testirani sevi, ki so imeli niţje začetne vrednosti MIK za BAC (1-4 µg/ml). Aase in sod. 
(2000) so preverjali sposobnost prilagoditve 200 sevov bakterij vrste L. monocytogenes na 
BAC, izoliranih iz rib in ribjih izdelkov. Od 200 sevov je bilo pri 10 % sevov ugotovljena 
MIK vrednost za BAC med 4 in 7 µg/ml, medtem, ko je bila vrednost MIK pri večini 
preiskovanih sevov vsaj dvakrat niţja. Rezultati so pokazali, da se je šest sevov, pri katerih so 
določili začetno vrednost MIK za BAC med 1 in 2 µg/ml, lahko prilagodilo na višje 
koncentracije BAC (6-7 µg/ml). Povišana vrednost MIK je ostala povišana teden dni 
subkultivacije v gojišču TSB brez dodanega BAC.  
 
Rezultati določenih študij kaţejo, da prisotnost prilagojenih sevov L. monocytogenes v 
ţivilski industriji lahko predstavlja tveganje za potrošnike. Ibusquiza in sodelavci (2011) so 
školjke po kuhanju kontaminirali z na BAC prilagojenimi sevi bakterij vrste L. 
monocytogenes ter školjke zapakirali v embalaţo z modificirano atmosfero. Ugotovili so, da 
so v primerjavi z neprilagojenimi sevi prilagojeni sevi bakterij vrste L. monocytogenes tvorili 
biofilme, ki so bili bolj odporni na višje vsebnosti CO2 in nizina v modificirani atmosferi. 
Romanova in sodelavci (2006) so ugotavljali, ali se pri na BAC prilagojenih sevih bakterij 
vrste L. monocytogenes spremeni občutljivost za nekatere izmed antibiotikov, ki se 
uporabljajo v medicini. Ugotovili so, da je pri prilagojenih sevih prišlo do 2-4x povišanja 
vrednosti MIK za gentamicin in kanamicin. Vrednosti MIK za kloramfenikol, ampilicin in 
tetraciklin se pri na BAC prilagojenih sevih bakterij vrste L. monocytogenes niso spremenile. 
 
Malo je znanega o odgovoru nepatogenih vrst bakterij rodu Listeria na stresne razmere in 
izpostavitev sub-inhibitornim koncentracijam razkuţil v ţivilsko predelovalnem okolju. 
Analize genoma so pokazale, da določeni sevi nepatogenih vrst bakterij rodu Listeria, kot so 
bakterije vrst L. welshimeri in L. innocua, vsebujejo gen bcrABC, kar pomeni, da tudi pri 
nepatogenih vrstah listerij lahko prihaja do razvoja odpornosti proti razkuţilom. Pri tem je 
pomembno omeniti dejstvo, da ţivilsko predelovalno okolje predstavlja moţnost interakcije 
nepatogenih vrst listerij s patogenimi, zaradi česar se pojavlja vprašanje o moţnosti 
horizontalnega prenosa genov bcrABC iz nepatogenih vrst listerij na bakterije vrste L. 
monocytogenes. Katharlos-Lanwermeyer in sodelavci (2012) so pokazali, da teoretično lahko 
pride do prenosa gena bcrABC med ostalimi vrstami listerij in sevi bakterij vrste L. 
monocytogenes. Kljub temu, da ni direktnega dokaza, da bi bile nepatogene vrste listerij 
rezervoar gena bcrABC za bakterije vrste L. monocytogenes, določeni analogni vzorci na 
primeru drugih patogenih bakterij nakazujejo na to moţnost. Bjorland in sodelavci (2005) so 
izvedli študijo o prenosu genov, odgovornih za razvoj odpornosti stafilokokov proti KAS.  
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Ugotovili so, da se pri različnih vrstah stafilokokov pojavljajo identični geni, odgovorni za 
razvoj odpornosti proti KAS (qacA/B, smr, qacG in qacJ), kar nakazuje na prenos genov med 
različnimi vrstami stafilokokov in na ta način povečevanje števila sevov, odpornih proti KAS. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 POTEK DELA 
Namen našega dela je bil ugotoviti prilagoditev izbranih sevov bakterij rodu Listeria na 
razkuţilo BAC (benzalkonijev klorid). Po revitalizaciji sevov smo jim z metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici določili minimalne inhibitorne koncentracije (MIKa) 
BAC. Nato smo z rastno krivuljo ugotovili, kakšna je rast teh sevov pri določenih vrednostih 
MIK
a
 in glede na rezultate določili nove MIK, ki smo jih označili z MIKb. Prilagoditev 
vsakega seva smo začeli z 0,25x MIKb, ter nadaljevali z dvakratnimi koncentracijami vse do 
128 x MIK
b
 oz. do koncentracije, kjer se je rast bakterij ustavila. Rast bakterij smo najprej 
določali s primerjavo motnosti gojišča, ki je vsebovalo sev in razkuţilo ter gojišča, ki je 
vsebovalo samo sev. Pri višjih koncentracijah BAC smo preţivelost listerij določili z metodo 
štetja kolonij na trdnem gojišču, saj motnost v primerjavi s kontrolnim vzorcem ni bila več 
očitna. Če smo z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču po sedmih dneh določili, da v 
gojišču z dodanim BAC ni bilo preţivelih bakterij, smo prilagoditev zaključili, saj smo 
sklepali, da se izbran sev ni uspel prilagoditi. Pri tistih sevih, ki so se prilagodili na višjo 
koncentracijo BAC, smo z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici ugotavljali, ali MIKa 
prilagojenih sevov ostaja povišana. Če je ostala povišana sedem dni, smo sklepali, da je prišlo 
do razvoja proti BAC odpornega seva. Potek eksperimentalnega dela je shematsko prikazan 
na sliki 2. 
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Slika 2: Shematski prikaz osnovnih stopenj eksperimentalnega dela 
Legenda: MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici, 
MIK
b
: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z rastno krivuljo, BAC: benzalkonijev klorid, TSB: gojišče 
triptični sojin bujon 
3.2 MATERIAL 
3.2.1 Bakterije 
 
Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili 10 sevov bakterij vrst L. monocytogenes in 
L. innocua (preglednica 1). 
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Preglednica 1: Sevi bakterij rodu Listeria  uporabljeni pri eksperimentalnem delu 
Oznaka seva Vir seva Izvor seva 
Listeria monocytogenes ŢM 51 Referenčni sev (1/2a) IHM 
Listeria monocytogenes ŢM 58 Referenčni sev (4b) IHM 
Listeria monocytogenes ŢM 69 Klinični humani izolat IMI MF LJ 
Listeria monocytogenes ŢM 500 Tipski sev ATTC 7644 ATTC 
Listeria monocytogenes ŢM 520 Tipski sev DMRICC 3633 DMRI 
Listeria innocua ŢM 39 Ţivilski sev: toplotno obdelano piščančje meso VF 
Listeria innocua ŢM 40 Ţivilski sev: toplotno obdelano piščančje meso VF 
Listeria innocua ŢM 41 Ţivilski sev: toplotno obdelano piščančje meso VF 
Listeria innocua ŢM 43 Ţivilski sev: posebna klobasa VF 
Listeria innocua ŢM 68 Ţivilski sev: pečenica VF 
Legenda: ŢM: mikrobiološka zbirka Laboratorija za ţivilsko mikrobiologijo na Oddelku za ţivilstvo Biotehniške 
fakultete. IHM: Inštitut za Higieno in Mikrobiologijo, Wuerzburg, Nemčija. IMI MF LJ: Inštitut za 
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. ATTC: American Type Culture 
Collecion. DMRI: Danish Meat Research Institute. VF: Veterinarska fakulteta v Ljubljani. 
3.2.2 Mikrobiološka gojišča 
 
Po navodilih proizvajalca smo za izvedbo eksperimentalnega dela pripravili sledeča gojišča: 
 
Gojišče ALOA (angl. Agar Listeria acc. to Ottaviani & Agosti, Biolife, 4016052, Milano, 
Italija) 
- Selektivni dodatek (ALOA enrichment selective supplement Biolife, 423501, Milano, 
Italija) 
- Sterilna destilirana voda 
- Etanol (ITRIJ, 1170, Kropa, Slovenija) 
 
Gojišče triptični soja bujon (TSB, angl. Tryptic Soy Broth, Biolife, 4021552, Milano, Italija) 
 
Gojišče triptični soja agar (TSA, angl. Tryptic Soy Agar, Bilofije, 4021502, Milano, Italija)  
3.2.3 Razkužilo 
 
Benzalkonijev klorid (BAC, ang. Benzalkoniumchloride, Sigma Aldrich, B6295, Saint Louis, 
ZDA) 
3.2.4 Ostale kemikalije 
 
Glicerol (Kemika, 0711901, Zagreb, Hrvaška) 
Etanol (96 % , Merck, K42554711, Darmstadt, Nemčija) 
Barvilo 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid (INT, ang. p-iodo-nitro-
tetrazolium violet, Sigma Aldrich, 18377-56, Saint Luis, ZDA) 
Kalijev dihidrogen fosfat (Kemika, 116108, Zagreb, Hrvaška) 
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3.2.5 Laboratorijska oprema 
V preglednici 2 je predstavljen seznam laboratorijske opreme, ki smo jo uporabili pri 
laboratorijskem delu.  
 
Preglednica 2: Uporabljena laboratorijska oprema  
Aparat Oznaka in proizvajalec 
Avtoklav Sutjeska, tip 500 x 700, Srbija 
Inkubator Kambič, tip I-115 C, Slovenija  
Mikrovalovna pečica Sanyo, Shower Wave 1300, Japonska 
Vrtinčni mešalnik Domel, Vibromix 10, Slovenija 
Centrifuga Eppendorf, Mini Spin, Nemčija 
Tehtnica Lotrič, MonoBloc Inside, Slovenija 
Stresalnik Domel, Vibromix 314 GVT, Slovenija 
Mešalec mikrotitrskih ploščic Eppendorf, Thermomixer comfort, Nemčija 
Zamrzovalna skrinja Heto,Ultra Freeze, -80 °C, Avstralija 
Digitalna tehtnica Mettler toledo, tip PB 1502-S/A, Švica 
Zaščitna mikrobiološka komora Iskra, PIO SMBAC 122AV, Slovenija 
Vodna kopel Kambič, WB-30, Slovenija 
Pipete in nastavki za pipete Eppendorf, Francija 
Plastične petrijevke Golias Labortehnika, Slovenija 
Filtri Sartorium, Minisart Syringe Filter 0,2 μm, Gottingen, Nemčija 
3.3 METODE 
3.3.1 Revitalizacija bakterij 
 
Sevi listerij (preglednica 1) so bili pred začetkom eksperimentalnega dela shranjeni v 
zamrzovalniku pri -20 °C v suspenziji glicerola (0,15 ml) in kulture (0,85 ml v tekočem 
gojišču TSB). V aseptičnih razmerah smo odmrznjene izolate prenesli v epruveto, v kateri je 
bilo 4 ml tekočega gojišča TSB ter premešali na vrtinčnem mešalu. Vsebino epruvete smo 
nato inkubirali 24 h pri 37 °C na stresalniku (75 obratov/minuto). 
3.3.2 Priprava inokuluma 
Po inkubaciji (3.3.1) smo sev iz tekočega gojišča TSB s cepilno zanko aseptično nacepili na 
selektivno gojišče ALOA, kjer so po 24 h pri 37 °C zrasle modrozelene kolonije, ki so 
značilne za bakterije vrste  L. innocua in modrozelene kolonije s prosojno cono, ki so značilne 
za bakterije vrste L. monocytogenes. S cepilno zanko smo vzeli po eno kolonijo, ter jo 
nacepili na trdno gojišče TSA in ponovno inkubirali 24 h pri 37 °C. 
 
Za pripravo inokuluma smo z cepilno zanko s trdnega gojišča TSA vzeli eno kolonijo 
izbranega seva ter jo aseptično prenesli v 4 ml tekočega gojišča TSB in premešali na 
vrtinčnem mešalniku. Sledila je 4 urna inkubacija pri 37 °C na stresalniku (75 obratov/ 
minuto).  
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Predvidevali smo namreč, da se je v tem času kultura namnoţila do koncentracije 108 
CFU/ml. Za nadaljnje delo smo 150 µl tako pripravljene kulture prenesli v 10 ml tekočega 
gojišča TSB, ter točno koncentracijo določili z metodo štetja kolonij na gojišču TSA. 
3.3.3 Priprava delovne raztopine razkužila 
3.3.3.1 Priprava delovne raztopine BAC za seve L. monocytogenes 
 
Zatehtali smo 0,01 g BAC na digitalni tehtnici ter vsebino raztopili v 1 ml tekočega gojišča 
TSB in dobro premešali. 1 ml tekočega gojišča z ustrezno koncentracijo razkuţila BAC smo 
nato dodali v 9 ml tekočega gojišča TSB ter vsebino dobro premešali na vrtničnem mešalu, da 
se je BAC popolnoma raztopil. Raztopino smo nato prefiltrirali preko 0,2 µm filtra. Nato smo 
odpipetirali 100 µl prefiltrirane raztopine ter jo dodali v epruveto z 900 µl tekočega gojišča 
TSB. Koncentracija tako pripravljene delovne raztopine je bila 100 µg/ml. 
3.3.3.2 Priprava delovne raztopine BAC za seve L. innocua 
 
Ker so podatki v literaturi (Korsak in Szuplewska, 2016) nakazovali, da je MIK BAC višja za 
bakterije vrste L. innocua kot za bakterije vrste L. monocytogenes, smo za ugotavljanje MIK 
pripravili višjo koncentracijo delovne raztopine BAC. Zatehtali smo 0,005 g BAC na digitalni 
tehtnici ter vsebino raztopili v 1 ml tekočega gojišča TSB in dobro premešali. 1 ml tekočega 
gojišča z ustrezno koncentracijo razkuţila BAC smo nato dodali v 9 ml tekočega gojišča TSB 
ter vsebino dobro premešali na vrtničnem mešalu, da se BAC popolnoma raztopil. Raztopino 
smo nato prefiltrirali preko 0,2 µm filtra. Koncentracija tako pripravljene delovne raztopine je 
bila 500 µg/ml. 
3.3.4 Metoda razredčevanja v mikrotitrski ploščici  
Za določitev minimalne inhibitorne koncentracije (MIKa) razkuţila BAC smo uporabili 
metodo razredčevanja na mikrotitrski ploščici (slika 3, slika 4). 
 
Razkužilo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Koncentracija razkužila (µg/ml) 
A BAC 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 0,04 0,02 
B BAC 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 0,04 0,02 
C BAC 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 0,04 0,02 
D              
E              
F              
G  B NC  PC         
H  B NC  PC         
Slika 3: Shema mikrotitrske ploščice pri določanju minimalne inhibitorne koncentracije benzalkonijevega 
klorida (MIK
 a
) za seve bakterij vrste L. monocytogenes 
Legenda: PC: pozitivna kontrola, NC: negativna kontrola, B: slepi vzorec, BAC: benzalkonijev klorid 
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Razkužilo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Koncentracija razkužila (µg/ml) 
A BAC 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 0,98 0,49 0,24 0,12 
B BAC 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 0,98 0,49 0,24 0,12 
C BAC 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 0,98 0,49 0,24 0,12 
D              
E              
F              
G  B NC  PC         
H  B NC  PC         
Slika 4: Shema mikrotitrske ploščice pri določanju minimalne inhibitorne koncentracije benzalkonijevega 
klorida (MIK
a
) za seve bakterij vrste L. innocua 
Legenda: PC: pozitivna kontrola, NC: negativna kontrola, B: slepi vzorec, BAC: benzalkonijev klorid 
 
V stolpec 1 (slika 3, slika 4) smo odpipetirali 100 µl delovne raztopine razkuţila (3.3.3). V 
vse ostale luknjice na mikrotitrski ploščici smo odpipetirali 50 µl tekočega gojišča TSB. 
Delovno raztopino v luknjici A1 smo z pipeto dobro premešali ter prenesli 50 µl v naslednjo 
luknjico v vrstici. Vsebino v luknjici A2 smo nato z novim nastavkom za avtomatsko pipeto 
desetkrat premešali, prenesli 50 µl v naslednjo luknjico v vrstici. Tako smo nadaljevali do 
konca vrstice, le da smo iz zadnje luknjice odvzeli 50 µl dobro premešane vsebine ter jo 
zavrgli, tako da je bil volumen v vseh luknjicah 50 µl. V luknjice smo nato dodali še 50 µl 
izbranega seva listerij (3.3.2). 
 
Na mikrotitrski ploščici smo v luknjici, označeni z B (slika 3, slika 4), dodali 100 µl gojišča 
TSB in tako pripravili slepi vzorec. V luknjicah, označenih z NC, smo pripravili negativno 
kontrolo, tako da smo dodali 50 µl tekočega gojišča TSB in 50 µl delovne raztopine razkuţila 
BAC. Pripravili smo tudi pozitivno kontrolo, kjer smo v luknjici, označeni z PC, dodali 50 µl 
tekočega gojišča TSB ter 50 µl pripravljene kulture. 
 
Mikrotitrsko ploščico smo nato 24 h inkubirali pri 37 °C. Po 24 h smo v vse luknjice dodali 
10 µl barvila INT ter ploščico 1 minuto stresali na stresalniku in jo ponovno inkubirali 20 
minut pri 37 °C. MIKa smo določili vizualno glede na obarvanost suspenzije v posamezni 
luknjici, pri čemer je bila prva neobarvana luknjica smatrana kot minimalna inhbitorna 
koncentracija razkuţila (Klančnik in sod., 2010). MIK smo definirali kot najniţjo 
koncentracijo, ki zavira rast testnega organizma  (Burt, 2004) 
 
Po določitvi vrednosti MIKa smo z namenom določitve preţivelosti bakterij pri MIKa iz 
luknjice na mikrotitrski ploščici odvzeli 100 µl suspenzije in jo razmazali po gojišču TSA. Po 
24 h inkubacije pri 37 °C smo prešteli kolonije in ocenili stopnjo preţivelosti listerij pri MIKa.  
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Slika 5: Shematski prikaz določitve vrednosti minimalne inhibitorne koncentracije  benzalkonijevega klorida za 
bakterije vrst L. monocytogenes in L. innocua z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
Legenda: TSB: triptični soja bujon, BAC: benzalkonijev klorid , MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija, 
določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
3.3.5 Metoda štetja kolonij na trdnem gojišču 
 
Metodo štetja kolonij na trdnem gojišču smo uporabili pri določitvi števila preţivelih bakterij 
po delovanju BAC v mikrotitrski ploščici (A) in pri določitvi števila bakterij pri rastni krivulji 
(B). Pri določitvi števila preţivelih bakterij po delovanju BAC v mikrotitrski ploščici (A) smo 
iz luknjice na mikrotitrski ploščici odvzeli 100 µl suspenzije in jo razmazali po trdnem 
gojišču TSA. 
 
Pri določitvi števila bakterij pri rastni krivulji (B) smo najprej aseptično pripravili 1,5 ml-
epruvete ter jih označili s številkami od -1 do -5 (pri tem je -1 pomenila 10-1 razredčitev 
vzorca in analogno naprej). Nato smo v vsako epruveto dodali 900 µl fiziološke raztopine. 
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Pripravili smo si tudi plošče TSA, ki smo jih razdelili na 4 kvadrante in vsak kvadrant označili 
s številko od -2 do -7 (pri tem je -2 pomenila 10-2 razredčitev vzorca in analogno naprej).  
 
Nato smo iz vzorca, v katerem smo ţeleli določiti število bakterij odvzeli 1 ml suspenzije, 
dobro premešali ter 100 µl suspenzije prenesli v epruveto z 900 µl fiziološke raztopine 
(označeno -1), suspenzijo premešali in razredčevanje ponavljali vse do epruvete z oznako -5. 
Zadnjih 100 µl tekočine smo zavrgli. 
Vsako razredčitev vzorca smo nato po trikrat nacepili na gojišče TSA, pri čemer smo 10 µl 
suspenzije prenesli na trdno gojišče v kvadrant, ki je označeval, za katero razredčitev gre.  
 
Tako pri določitvi števila preţivelih bakterij po delovanju BAC v mikrotitrski ploščici (A) kot 
pri določitvi števila bakterij pri rastni krivulji (B) je nato sledila 24 h inkubacija gojišč TSA 
pri 37 °C. Po 24 h urah smo plošče vzeli iz inkubatorja in prešteli kolonije na plošči v 
posameznih kvadrantih ter določili število bakterij z enačbo (1). 
 
𝑁 =
∑𝐶
 𝑛1+0,1 𝑥  𝑛2 𝑥  𝑅
 …(1) 
 
N….število mikroorganizmov v vzorcu (CFU/g ali CFU/ml) 
∑ C…vsota vseh kolonij na števnih ploščah 
n1…število gojišč pri prvi upoštevani razredčitvi 
n2…število gojišč pri drugi upoštevani razredčitvi 
R…prva razredčitev vzorca, pri kateri smo prešteli kolonije 
3.3.6 Rastna krivulja 
 
Z rastno krivuljo smo spremljali rast testiranih sevov listerij pri določenih minimalnih 
inhibitornih koncentracijah razkuţila BAC (slika 6). 
 
Rastno krivuljo smo določili tako, da smo v epruveto dodali 8,5 ml tekočega gojišča TSB, 1 
ml delovne raztopine razkuţila (v tekočem gojišču TSB 3.3.3) s tako koncentracijo, da je bila 
končna koncentracija razkuţila v 10 ml raztopine enaka določeni minimalni inhibitorni 
koncentraciji posameznega razkuţila. Na koncu smo v to epruveto dodali še 0,5 ml inokuluma 
testnega seva listerij (3.3.2). Vzporedno smo v drugo epruveto dodali 9,5 ml tekočega gojišča 
TSB in 0,5 ml inokuluma testnega seva listerij (3.3.2) (kontrolni vzorec).  
 
Vzorce smo nato 24 h inkubirali pri 37 °C. Vzorčili smo v času 0, 4 in 24 h ter določili število 
listerij, ki so rasle v gojišču TSB z dodanim BAC in število listerij, ki so rasle v TSB. S 
pridobljeni podatki smo izrisali grafe, ki so ponazarjali hitrost rasti posameznih sevov listerij 
pri minimalni inhibitorni koncentraciji razkuţila BAC in hitrost rasti sevov brez dodanega 
razkuţila. 
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Slika 6: Shematski prikaz izvedbe rastne krivulje za bakterije vrst L. monocytogenes in L. innocua 
Legenda: TSB: triptični soja bujon, TSA: triptični soja agar, BAC: benzalkonijev klorid  
 
3.3.7 Prilagoditev bakterij vrst L. monocytogenes in L. innocua na benzalkonijev klorid  
 
Prilagoditev posameznega seva listerij smo izvajali v 2 paralelkah in vzporedno v 2 paralelkah 
preverjali rast istega seva bakterij (kontrolna vzorca) (slika 7). 150 µl pripravljene prekonočne 
kulture posameznega seva listerij smo prenesli v 10 ml tekočega gojišča TSB. 150 µl tako 
pripravljenega inokuluma smo aseptično prenesli v epruveto, kjer je bilo 9 ml gojišča TSB. 
Na koncu smo dodali še 1 ml ustrezno razredčene delovne raztopine razkuţila BAC. 
Razredčitve delovne raztopine BAC smo izvedli glede na predhodno določene vrednosti 
MIK
b, določene z rastno krivuljo. Prilagoditev smo začeli tako, da smo posamezen sev 
izpostavili četrtini MIKb (0,25x MIKb) ter nato nadaljevali z izpostavljanjem vedno višjim 
koncentracijam razkuţila BAC (0,25x MIKb, 0,5x MIKb, 1x MIKb, 2x MIKb, 4x MIKb, 8x 
MIK
b
 …, 128x MIKb). V naslednji stopnji prilagoditve smo 150 µl inokuluma iz epruvete z 
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določeno koncentracijo razkuţila prenesli v sveţo epruveto z 9 ml tekočega gojišča ter dodali 
1 ml raztopine BAC, ki je bila pripravljena tako, da je vsebovala enkrat višjo koncentracijo 
razkuţila kot pri predhodnji stopnji prilagoditve (npr. iz TSB z 0,25xMIKb v TSB z 
0,5xMIK
b
). Seve smo tako izpostavljali koncentracijam vse do 128x MIK
b
 oz. do 
koncentracije, pri kateri se je rast bakterij ustavila. Rast bakterij smo najprej spremljali z 
opazovanjem motnosti gojišča v epruveti, ki je vsebovala dodatek razkuţila v primerjavi s 
kontrolno epruveto, ki ni vsebovala dodanega razkuţila. Pri višjih koncentracijah smo rast 
listerij določili z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču, saj motnost ni bila več tako očitna. 
V primerih, ko ni bilo zaznane rasti, smo vzorce inkubirali do sedem dni ter vsak dan 
preverjali, če je prišlo do kakšne spremembe v rasti. V kolikor po sedmih dneh še vedno ni 
bilo zaznane rasti, smo prilagoditev zaključili. Pri kontrolnem vzorcu smo v 10 ml TSB dodali 
150 µl razredčene prekonočne kulture izbranega seva. 
 
Prilagojene seve smo sproti shranjevali pri -80 °C v suspenziji glicerola (0,15 ml glicerola in 
0,85 ml kulture v tekočem gojišču TSB). 
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Slika 7: Shematski prikaz prilagoditve bakterije vrst L. monocytogenes in L. innocua na BAC 
Legenda: TSB: triptični soja bujon, BAC: benzalkonijev klorid , MIKb: minimalna inhibitorna koncentracija, 
določena z rastno krivuljo 
3.3.8 Preverjanje razvoja odpornosti  
 
Seve listerij, ki so se prilagodili na višje koncentracije MIKb, smo revitalizirali tako, da smo 
aseptično prenesli odmrznjene izolate prilagojenih sevov v 4 ml tekočega gojišča TSB ter 
premešali na vrtinčnem mešalu. Vsebino epruvete smo nato 24 h inkubirali pri 37 °C na 
stresalniku (75 obratov/minuto). Po inkubaciji smo sev iz tekočega gojišča TSB s cepilno 
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zanko aseptično nacepili na trdno gojišče TSA ter ponovno 24 h inkubirali pri 37 °C. Po 24 
urah smo z cepilno zanko aseptično nacepili eno kolonijo prilagojenega seva v epruveto z 4 
ml tekočega gojišča TSB, dobro premešali ter 4 h inkubirali pri 37 °C in 75 obratih/ minuto. 
Po 4 urah smo iz epruvete odvzeli 1 ml pripravljenega inokuluma ter ga prenesli v epruveto, 
preostanek inokuluma pa pustili v inkubatorju na stresalniku pri 37 °C do naslednjega dne. Iz 
epruvete z 1 ml inokuluma smo za nadaljnje delo 150 µl prenesli v 10 ml tekočega gojišča 
TSB, ter točno koncentracijo bakterijskih celic določili z metodo štetja kolonij na ploščah 
TSA. Z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici smo preverili, ali se je minimalna 
inhibitorna koncentracij prilagojenega seva (MIK
c
) spremenila ali je ostajala enaka kot MIK
a
 
neprilagojenih sevov. Če je MIKc ostala povišana, smo po enem dnevu iz epruvete, ki se je 
inkubirala na stresalniku 24h, aseptično prenesli 1 ml inokuluma v 4 ml tekočega gojišča TSB 
ter dobro premešali na vrtničnem mešalu. Ponovno smo inkubirali 4 h pri 37 °C na stresalniku 
z 75 obrati/minuto, ter z zgoraj opisanim postopkom določevali vrednosti MIKc zaporednih 
precepitev.  
 
 
 
Slika 8: Shematski prikaz ugotavljanja odpornosti proti BAC pri na BAC prilagojenih bakterijah vrst L. 
monocytogenes in L. innocua.  
Legenda: TSB: triptični soja bujon, MIKc: minimalna inhibitorna koncentracija prilagojenih sevov za BAC, 
določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici, BAC: benzalkonijev klorid 
 
V primeru, da je MIK
c
 na BAC prilagojenega seva ostala povišana, smo prilagojen sev 
sedemkrat precepili v sveţe gojišče TSB in ugotavljali, kako dolgo MIKc ostaja povišana. Če 
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je MIK
c
 ostala povišana vseh sedem dni, smo sklepali, da je pri testiranem sevu prišlo do 
razvoja odpornosti proti BAC (Aase in sod., 2000). 
3.3.9 Statistična analiza ANOVA 
 
Analizo variance uporabljamo takrat, kadar analiziramo značilnost razlik med povprečnimi 
vrednostmi za več kot dva vzorca, pri čemer so vzorci med seboj neodvisni. Pri našem delu 
smo uporabili enostavno analizo variance, ki jo imenujemo tudi enosmerna analiza variance. 
Pri tej analizi analiziramo le eno spremenljivko, imamo pa več kot dva vzorca (Bastič, 2006) 
Najprej smo si izbrali vrednost 0,05 za stopnjo značilnosti α. Nato smo postavili hipotezi H0 
in H1 in predpostavili, da velja H0. Iz vzorca smo izračunali testno statistiko in glede na to v 
katero območje je vrednost padla, ovrednotili rezultate. V kolikor je bil p>0,05, smo ničelno 
domnevo obdrţali, kar pomeni, da rezultati niso statistično značilni. V nasprotnem primeru, 
ko je bil p<0,05, smo ničelno domnevo zavrnili v korist alternativne domneve, kar pomeni, da 
so rezultati statistično značilni (Košmelj, 2007).   
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
Z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici smo najprej ugotovili minimalne inhibitorne 
koncentracije (MIK
a
) benzalkonijevega klorida (BAC) za izbrane seve bakterij rodu Listeria. 
Nato smo z rastnimi krivuljami preverili, ali je MIK
a, zares najniţja koncentracija BAC, ki 
ima vpliv na rast izbranih sevov. Na ta način smo določili, katera je tista najniţja 
koncentracija BAC, ki ima inhibitorni učinek na rast posameznega seva. Tako določene 
koncentracije BAC smo nato upoštevali pri prilagoditvi listerij na BAC. Prilagoditev smo 
začeli z 0,25x MIKb, ki je bila določena z rastno krivuljo. Prilagoditev smo zaključili, ko po 
sedmih dneh posamezen sev ni več rastel v prisotnosti določene koncentracije BAC. V 
zaključnem delu eksperimenta smo z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici ugotavljali, 
koliko časa minimalna inhibitorna koncentracija prilagojenih sevov (MIKc) ostaja povišana in 
s tem preverili, ali je prišlo do  razvoja proti BAC odpornih sevov. 
4.1 DOLOČANJE MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACIJE 
BENZALKONIJEVEGA KLORIDA 
 
Podatke o okvirnih vrednostih MIK za BAC smo pridobili iz literature. Z metodo določanja 
MIK v mikrotitrski plošči smo testirali pet sevov bakterij vrste L. monocytogenes ter pet 
sevov bakterij vrste L. innocua (3.2.1). Rezultati so prikazani v preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Minimalne inhibitorne koncentracije benzalkonijevega klorida za bakterije vrst L. 
monocytogenes in L. innocua določene z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. 
Sevi bakterij rodu Listeria MIK
 a
 (µg/ml) 
L. monocytogenes  ŢM 51 6,25 
L. monocytogenes ŢM 58 6,25 
L. monocytogenes ŢM 69 12,5 
L. monocytogenes ŢM 500 6,25 
L. monocytogenes ŢM 520 12,5 
L. innocua ŢM 39 7,81 
L. innocua ŢM 40 7,81 
L. innocua ŢM 41 7,81 
L. innocua ŢM 43 7,81 
L. innocua ŢM 68 7,81 
Legenda: MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija benzalkonijevega klorida, določena z metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
 
Ker smo ţeleli zagotoviti, da bo začetna koncentracija razkuţila pri prilagoditvi listerij na 
BAC dovolj nizka, da ne bo prišlo do propada bakterijskih celic, smo v nadaljevanju preverili, 
kolikšno je dejansko število preţivelih bakterij pri vrednosti MIKa tako, da smo v vzorcih na 
mikrotitrski ploščici določili število preţivelih listerij. Rezultati so zbrani v preglednici 4. 
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Preglednica 4: Število preţivelih listerij pri minimalnih inhibitornih koncentracijah benzalkonijevega klorida, 
določenih z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. 
Sevi bakterij rodu Listeria MIK 
a
(µg/ml) N (CFU /ml) 
L. monocytogenes ŢM 51 6, 25 < 10 
L. monocytogenes ŢM 58 6, 25 < 10 
L. monocytogenes ŢM 69 12, 5 < 10 
L. monocytogenes ŢM 500 6, 25 <  10 
L. monocytogenes ŢM 520 12, 5 < 10 
L. innocua ŢM 39 7, 81 3,53 x 103 
L. innocua ŢM 40 7, 81 1,70 x 102 
L. innocua ŢM 41 7, 81 5,20 x 102 
L. innocua ŢM 43 7, 81 1,60 x 103 
L. innocua ŢM 68 7, 81 6,00 x 101 
Legenda: MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski 
ploščici, N: število bakterij 
 
Izkazalo se je, da je pri vseh testiranih sevih bakterij rodu Listeria preţivelost bakterij pri 
določeni vrednosti MIKa nizka ter, da je določena MIKa lahko tudi hkrati MBK (minimalna 
baktericidna koncentracija). MBK smo definirali kot koncentracijo, pri kateri se število 
bakterij v inokulumu zniţa za 99,9 % ali več (Burt, 2004). Zato smo glede na rezultate 
predpostavili, da je pri preiskovanih sevih dejanska MIK za razkuţilo BAC dvakrat niţja od 
MIK
a
, določene z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici.  
4.2 RAST LISTERIJ PRI MINIMALNI INHIBITORNI KONCENTRACIJI 
BENZALKONIJEVEGA KLORIDA 
 
Da bi preverili, ali je 0,5x MIK
a
, določene z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
dejanska MIK za izbrane seve smo spremljali rast posameznega seva listerij pri različnih 
koncentracijah BAC v 24 urah.  
4.2.1 Rast sevov bakterij vrste L. monocytogenes 
 
Seve bakterij vrste L. monocytogenes smo najprej izpostavili koncentraciji 0,5x MIK
a
, ki smo 
jih dobili z metodo razredčevanja mikrotitrski ploščici (preglednica 4). Za seva bakterij vrste 
L. monocytogenes ŢM 51 in L. monocytogenes ŢM 58 se je izkazalo, da je pri 0,5x MIKa rast 
na začetku sicer inhibirana v primerjavi s kontrolo, a se število bakterij v preiskovani epruveti 
s časom pribliţa kontroli (preglednica 5). Nasprotno se je za seve bakterij vrste L. 
monocytogenes ŢM 69, L. monocytogenes ŢM 500 in L. monocytogenes ŢM 520 izkazalo, da 
število bakterij tudi pri 0,5x MIKa s časom pada. Zato smo rastne krivulje za te tri seve 
ponovili še z 0,25x MIKa. Podatki rasti pri določenih koncentracijah BAC za seve bakterij 
vrste L. monocytogenes so zbrani v preglednici 5. 
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Preglednica 5: Ocena rasti sevov bakterij vrste L. monocytogenes pri 0,5x in 0,25x minimalni inhibitorni 
koncentraciji benzalkonijevega klorida (MIK
 a
) 
Sev 
0,5x MIK
a
 Ocena 
rezultata 
0,25x  MIK
a
 Ocena 
rezultata N (CFU/ml) N (CFU/ml) 
0 h 24 h MBK/MIK
b
 0 h 24 h MBK/MIK
b
 
L. monocytogenes ŢM 51 9,6 x 103 1,0 x 105 MIKb / / / 
L. monocytogenes ŢM 58 1,2 x 105 6,6 x 107 MIKb / / / 
L. monocytogenes ŢM 69 3,7 x 104 <10 MBK 4,0 x 104 1,7 x 107 MIKb 
L. monocytogenes ŢM 500 2,6 x 104 7,0 x 101 MBK 2,3 x 104 2,6 x 106 MIKb 
 L. monocytogenes ŢM 520 4,0 x 104 <10 MBK 4,3 x 105 9,3 x 105 MIKb 
Legenda: MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC, določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski 
ploščici, N: število bakterij, MIKb: minimalna inhibitorna koncentracija, določena glede na število preţivelih 
listerij; MBK: minimalna baktericidna koncentracija 
4.2.1.1 Rast seva L. monocytogenes ŢM 51  
 
S spremljanjem rasti smo ugotovili, da ima koncentracija benzalkonijevega klorida 3,125 
µg/ml (0,5x MIKa) na sev L. monocytogenes ŢM 51 ţe po štirih urah vidni inhibitorni učinek 
glede na kontrolo, v kateri ni bilo dodanega benzalkonijevega klorida  (p<0,05), po 24 h pa se 
razlika v koncentraciji celic med vzorcem in kontrolo še poveča (slika 9, priloga A). 
 
 
 
Slika 9: Rast seva L. monocytogenes ŢM 51 pri 3,125 µg/ml (0,5x MIK
a
) benzalkonijevega klorida.  
 
Legenda: BAC: benzalkonijev klorid, N: število bakterij, MIKa: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici; a, b, c, d, e: povprečne vrednosti MIKa označene z različnimi 
črkami se med seboj statistično značilno (p<0,05) razlikujejo 
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4.2.1.2 Rast seva L. monocytogenes ŢM 58 
 
Pri sevu L. monocytogenes ŢM 58 smo pri koncentraciji 0,5x MIKa BAC (3,125 µg/ml) ţe 
takoj po dodatku razkuţila zabeleţili inhibitorni učinek BAC na rast bakterij vrste L. 
monocytogenes ŢM 58 (p<0,05). Kljub temu, da se po 24 h koncentracija celic v vzorcu z 
razkuţilom ponovno pribliţa koncentraciji v kontrolni epruveti (slika 10), je rast bakterij vrste 
L. monocytogenes ŢM 58 v gojišču TSB z dodanim razkuţilom glede na gojišče TSB brez 
dodanega BAC še vedno počasnejša (p<0,05) (priloga B). 
 
 
 
Slika 10: Rast seva L. monocytogenes ŢM 58 pri 3,125 µg/ml (0,5x MIK
a
) benzalkonijevega klorida. 
Legenda: BAC: benzalkonijev klorid, N: število bakterij, MIKa: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici; a, b, c, d, e, f: povprečne vrednosti označene z različnimi črkami se 
med seboj statistično značilno (p<0,05) razlikujejo  
4.2.1.3 Rast seva L. monocytogenes ŢM 69 
 
Iz podatkov v preglednici 5 je razvidno, da ima koncentracija 6,25 µg BAC/ml (0,5x MIKa) 
baktericidni učinek na sev L. monocytogenes ŢM 69, saj smo v gojišču TSB z dodanim 
razkuţilom BAC po 24h določili <10 CFU/ml. Zato smo rastno krivuljo izvedli še 
koncentracijo 0,25x MIK
a
 BAC (3,125 µg/ml). S slike 11 je razvidno, da je pri tej 
koncentraciji BAC inhibitorni učinek na rast bakterij vrste L. monocytogenes ŢM 69 viden 
šele po 24 h (p<0,05) (priloga C). 
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Slika 11: Rast seva L. monocytogenes ŢM 69 pri 3,125 µg/ml (0,25x MIK
a
) benzalkonijevega klorida. 
Legenda: BAC: benzalkonijev klorid, N: število bakterij, MIKa: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici; a, b, c, d: povprečne vrednosti označene z različnimi črkami se 
med seboj statistično značilno (p<0,05) razlikujejo 
4.2.1.4 Rast seva L. monocytogenes ŢM 500 
 
Izkazalo se je, da ima sev L. monocytogenes ŢM 500 najniţjo vrednost MIK od preiskovanih 
sevov bakterij vrste L. monocytogenes. Iz podatkov, pridobljenih iz rastne krivulje, je 
razvidno, da ima BAC ţe pri koncentraciji 0,25x MIKa BAC (1,56 µg/ml) glede na kontrolo 
viden inhibitorni učinek na rast seva L. monocytogenes ŢM 500 pri 4 h (p<0,05), pri čemer se 
razlika v koncentraciji celic med vzorcem in kontrolo še povečuje s časom (slika 12, priloga 
D).  
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Slika 12: Rast seva L. monocytogenes ŢM 500 pri 1,56 µg/ml (0,25x MIK
a
) benzalkonijevega klorida. 
Legenda: BAC: benzalkonijev klorid, N: število bakterij, MIKa: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici; a, b, c, d: povprečne vrednosti označene z različnimi črkami se 
med seboj statistično značilno (p<0,05) razlikujejo 
4.2.1.5 Rast seva L. monocytogenes ŢM 520 
 
S slike 13 je razvidno, da so bakterije vrste L. monocytogenes ŢM 520 v prisotnosti 0,25x 
MIK
a
 BAC (3,125 µg/ml) po 4 in 24 h rasle počasneje kot v gojišču TSB brez dodanega BAC 
(p<0,05) (priloga E). 
 
 
Slika 13: Rast seva L. monocytogenes ŢM 520 pri 3,125 µg/ml (0,25x MIKa) benzalkonijevega klorida. 
Legenda: BAC: benzalkonijev klorid, N: število bakterij, MIKa: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici; a, b, c, d: povprečne vrednosti označene z različnimi črkami se 
med seboj statistično značilno (p<0,05) razlikujejo 
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4.2.2 Rast sevov bakterij vrste L. innocua  
 
Glede na nizko število preţivelih bakterij v mikrotitrski ploščici pri dobljeni vrednosti MIKa, 
smo se tudi za seve bakterij vrste L. innocua odločili, da rastno krivuljo izvedemo pri polovici 
dobljene vrednosti MIK
a
. Pri koncentraciji 0,5x MIK
a
 BAC (3,91 µg/ml) se je izkazalo, da 
koncentracija celic pri vseh sevih bakterij vrste L. innocua s časom pada. S preverjanjem rasti 
pri koncentraciji 0,25x MIK
a
 BAC (1,9 µg/ml) se je izkazalo, da ima ta koncentracija 
inhibitorni učinek le na rast sevov L. innocua ŢM 39 in ŢM 43, medtem, ko ima še vedno 
baktericidni učinek na preostale seve bakterij vrste L. innocua. Z nadaljnjim preverjanjem se 
je izkazalo, da ima na preostale seve, L. innocua ŢM 40, L. innocua ŢM 41 in L. innocua ŢM 
68, inhibitorni učinek koncentracija 0,125x MIKa BAC (0,98 µg/ml ). 
 
Preglednica 6: Ocena rasti sevov bakterij vrste L. innocua pri 0,25x in 0,125x minimalni inhibitorni 
koncentraciji benzalkonijevega klorida (MIK
a
) 
Sev 
0,25x MIK
a
 Ocena 
rezultata 
0,125x MIK
a
 Ocena 
rezultata  N (CFU/ml) N (CFU/ml) 
0 h 24 h MBK/MIK
b
 0 h 24 h MBK/MIK
b
 
L. innocua ŢM 39 3,6 x 104 2,3 x 108 MIK
b
 / / / 
L. innocua ŢM 40 1,7 x 105 <10 MBK 9,0 x 105 1,0 x 109 MIK
b
 
L. innocua ŢM 41 3,7 x 104 <10 MBK 3,0 x 105 4,2x 107 MIK
b
 
L. innocua ŢM 43 2,0 x 105 2,6x 108 MIK
b
 / / / 
L. innocua ŢM 68 3,7 x 105 2,6 x 102 MBK 2,3 x 105 4,0 x 107 MIK
b
 
Legenda: MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC, določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski 
ploščici, N: število bakterij, MIKb: minimalna inhibitorna koncentracija, določena glede na število preţivelih 
listerij;  MBK: minimalna baktericidna koncentracija 
4.2.2.1 Rast seva L. innocua ŢM 39 
 
S slike 14 je razvidno, da je v primeru seva L. innocua ŢM 39 pri koncentraciji 0,25x MIKa 
BAC (1,9 µg/ml) viden inhibitorni učinek razkuţila glede na kontrolo po 4h inkubacije 
(p<0,05). Po 24h ni več opazne razlike v rasti (p>0,05) (priloga F). Prav tako je s slike 
razvidno, da je v primeru seva L. innocua ŢM 39 rast bakterijskih celic v prvih 4h zelo 
počasna, tako v vzorcu kot tudi v kontrolni epruveti.  
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Slika 14: Rast seva L. innocua ŢM 39 pri 1,9 µg/ml (0,25x MIK
a
) benzalkonijevega klorida. 
Legenda: BAC: benzalkonijev klorid, N: število bakterij, MIKa: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici; a, b, c: povprečne vrednosti označene z različnimi črkami se med 
seboj statistično značilno (p<0,05) razlikujejo 
4.2.2.2 Rast seva L. innocua ŢM 40 
 
Iz preglednice 5 je razvidno, da ima koncentracija 0,25 x MIK
a
 BAC (1,95 µg/ml) na rast seva 
L. innocua ŢM 40 baktericidni učinek. Z nadaljnjim preverjanjem se je izkazalo, da je po 24 h 
inkubacije opazna razlika v rasti bakterij vrste L. innocua 40 v gojišču z dodanim 0,125x 
MIK
a
 BAC (0,98 µg/ml) glede na kontrolo (p<0,05) (slika 15, priloga G). 
 
 
 
Slika 15: Rast seva L. innocua ŢM 40 pri 0,98 µg/ml (0,125x MIK
a
) benzalkonijevega klorida. 
Legenda: BAC: benzalkonijev klorid, N: število bakterij, MIKa: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici; a, b, c, d: povprečne vrednosti označene z različnimi črkami se 
med seboj statistično značilno (p<0,05) razlikujejo 
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4.2.2.3 Rast seva L. innocua ŢM 41 
 
Učinek razkuţila BAC je pri koncentraciji 0,125x MIKa BAC (0,98 µg/ml) pri sevu L. 
innocua ŢM 41 podoben kot pri sevu L. innocua ŢM 40 (slika 16, priloga H). 
 
 
 
Slika 16: Rast seva L. innocua ŢM 41 pri 0,98 µg/ml (0,125x MIK
a
) benzalkonijevega klorida. 
Legenda: BAC: benzalkonijev klorid, N: število bakterij, MIKa: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici; a, b, c, d: povprečne vrednosti označene z različnimi črkami se 
med seboj statistično značilno (p<0,05) razlikujejo 
4.2.2.4 Rast seva L. innocua ŢM 43 
 
S slike 17 je razvidno, da so bakterije vrste L. innocua ŢM 43 v prisotnosti 0,25x MIKa BAC 
(1,9 µg/ml) po 4 in 24 h rasle počasneje kot v gojišču TSB brez dodanega BAC (p<0,05) 
(priloga I). 
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Slika 17: Rast seva L. innocua ŢM 43 pri 1,9 µg/ml (0,25x MIK
a
) benzalkonijevega klorida. 
Legenda: BAC: benzalkonijev klorid, N: število bakterij, MIKa: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici; a, b, c, d, e: povprečne vrednosti označene z različnimi črkami se 
med seboj statistično značilno (p<0,05) razlikujejo 
 4.2.2.5 Rast seva L. innocua ŢM 68 
 
Podatki iz preglednice 5 kaţejo, da ima koncentracija 0,25x MIKa BAC (1,95 µg/ml) na sev 
L. innocua ŢM 68 baktericidni učinek. Pri niţji koncentraciji 0,125x MIKa BAC (0,98 µg/ml) 
pa inhibitornega učinka razkuţila na rast bakterij vrste L. innocua ŢM 68 ni bilo zaznati pri 
nobenem vzorčenju (p>0,05).  
 
 
 
Slika 18: Rast seva L. innocua ŢM 68 pri 0,98 µg/ml (0,125x MIK
a
) benzalkonijevega klorida. 
Legenda: BAC: benzalkonijev klorid, N: število bakterij, MIKa: minimalna inhibitorna koncentracija, določena z 
metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici; a, b, c, d: povprečne vrednosti označene z različnimi črkami se 
med seboj statistično značilno (p<0,05) razlikujejo 
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Kljub temu, da pri koncentraciji 0,125x MIK
a
 BAC (0,98 µg/ml) ni razlike v rasti celic med 
vzorcem in kontrolo (slika 18, priloga J), smo v nadaljevanju za sev L. innocua ŢM 68 
določili, da je dejanska MIKb vrednost 0,98 µg BAC/ml, saj smo se ţeleli izogniti, da bi pri 
poskusu prilagoditve seve ţe na začetku izpostavili previsoki koncentraciji BAC. 
4.2.3 Opredelitev dejanskih minimalnih inhibitornih koncentracij benzalkonijevega 
klorida  
 
Vrednosti MIK
a
, pridobljene z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici ter vrednosti 
MIK
b, določene z rastno krivuljo, se med seboj razlikujejo. To lahko pojasnimo s tem, da gre 
pri metodi razredčevanja v mikrotitrski ploščici za ohlapno metodo, ki ima zelo širok spekter 
določanja vrednosti MIK, prav tako pa z barvilom INT ne moremo določiti točnega števila 
preţivelih bakterij. Šele z rastnimi krivuljami smo lahko ugotovili, kakšen je potek rasti 
posameznih sevov pri različnih koncentracijah BAC in tako določili, katera je dejansko tista 
minimalna koncentracija omenjenega razkuţila z vidnim inhibitornim učinkom na rast 
različnih sevov bakterij rodu Listeria. V preglednici 7 so zbrani podatki vrednosti MIK, 
pridobljenih z obema metodama. V nadaljevanju smo pri prilagoditvi listerij upoštevali 
minimalne inhibitorne koncentracije BAC , ki so bile določene z rastnimi krivuljami (MIKb).  
 
Glede na to, da v primeru seva L. innocua ŢM 68 pri koncentraciji 0,98 µg BAC/ml ni bila pri 
nobenem vzorčenju opazna razlika v rasti bakterij vrste L. innocua ŢM 68 v gojišču z 
dodanim 0,125x MIK
a
 BAC (0,98 µg/ml) glede na kontrolo (p>0,05) ter da se je pri višji 
koncentraciji (1,95 µg BAC/ml) izkazalo, da gre za baktericidno koncentracijo, smo za ta sev 
določili vrednost MIKb med 0,98-1,95 µg BAC/ml ter v nadaljevanju pri prilagoditvi 
upoštevali koncentracijo 0,98 µg BAC/ml. 
 
Preglednica 7: Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) benzalkonijevega klorida dobljene z različnima 
metodama za seve bakterij rodu Listeria 
Sev MIK (µg/ml) 
MIK določena z metodo razredčevanja v 
mikrotitrski ploščici (MIK
a
) 
 MIK določena z rastno 
krivuljo (MIK
b)
 
L. monocytogenes ŢM 51 6,25 3,125 
L. monocytogenes ŢM 58 6,25 3,125 
L. monocytogenes ŢM 69 12,5 3,125 
L. monocytogenes ŢM 500 6,25 1,56 
L. monocytogenes ŢM 520 12,5 3,125 
L. innocua ŢM 39 7,81 1,95 
L. innocua ŢM 40 7,81 0,98  
L. innocua ŢM 41 7,81 0,98  
L. innocua ŢM 43 7,81 1,95 
L. innocua ŢM 68 7,81 0,98 – 1,95 
 
Rezultati iz preglednice 7 so primerljivi z rezultati, ki so jih pokazali Soumet in sodelavci 
(2005). Pri rezultatih dobljenih z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici so ugotovili, da 
je vrednost MIK za BAC pri bakterijah vrste L. monocytogenes v rangu med 1,87 in 15 µg/ml, 
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pri čemer je bila pri 88 preiskovanih sevih od 254 določena pri koncentraciji 3,75 µg/ml. Tudi 
vrednosti MIK
a
 izbranih sevov bakterij vrste L. innocua se v našem primeru skladajo s 
podatki iz literature. Korsak in Szuplewska (2016) sta pri 90 % preiskovanih sevih bakterij 
vrste L. innocua določili vrednost MIK za BAC 5 µg/ml, pri čemer je rang MIK variiral za 
preiskovane seve bakterij vrste L. innocua med 2,5 in 40 µg/ml, kar je v skladu z našimi 
rezultati. Z izvedbo rastnih krivulj smo ugotovili, da imajo na rast izbranih sevov vidni 
inhibitorni učinek ţe precej niţje koncentracije BAC kot smo jih določili z metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici (vrednosti MIKb, določene z rastnimi krivuljami so 
0,125 – 0,5x MIKa, določenih z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici) (preglednica 7). 
4.3 PRILAGODITEV LISTERIJ NA BENZALKONIJEV KLORID 
4.3.1 Prilagoditev sevov bakterij vrste L. monocytogenes 
 
Izbrane seve bakterij vrste L. monocytogenes smo izpostavljali vedno višjim koncentracijam 
BAC, pri čemer smo prilagoditev začeli z 0,25x MIKb, določene z rastno krivuljo, saj smo 
ţeleli uporabiti dovolj nizke začetne koncentracije, na katere bi se listerije lahko prilagodile. 
V preglednici 8 so predstavljene uporabljene koncentracije BAC pri posameznih stopnjah 
prilagoditve za posamezne seve bakterij vrste L. monocytogenes.  
 
Preglednica 8: Uporabljene koncentracije benzalkonijevega klorida pri posameznih stopnjah prilagoditve 
izbranih sevov bakterij vrste L. monocytogenes 
Sev 
C BAC (µg/ml) 
0,25x 
MIK
b
 
0,5x  
MIK
b
 
1x 
MIK
b
 
2x 
MIK
b
 
4x 
MIK
b
 
8x 
MIK
b
 
16x 
MIK
b
 
L. monocytogenes ŢM 51 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 50 
L. monocytogenes ŢM 58 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 50 
L. monocytogenes ŢM 69 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 50 
L. monocytogenes ŢM 500 0,39 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 
L. monocytogenes ŢM 520 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 50 
Legenda: CBAC: koncentracija benzalkonijevega klorida, MIK
b
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC 
določena z rastno krivuljo; odebeljena pisava: najvišja koncentracija BAC na katero se je posamezen sev uspel 
prilagoditi  
 
Pri sevih bakterij vrste L. monocytogenes ŢM 51, L. monocytogenes ŢM 58 in L. 
monocytogenes ŢM 69 do prilagoditve na BAC ni prišlo. V prilogah K-O so zbrani podatki o 
dejanskem poteku prilagoditve za bakterije vrste L. monocytogenes, iz katerih je razvidno, da 
je bilo po 7 dneh pri 2x MIK
b
 BAC (6,25 µg/ml), določene z rastno krivuljo, število bakterij 
pri sevih L. monocytogenes ŢM 58 in L. monocytogenes ŢM 69 manjše od 10 CFU/ml. V 
primeru seva L. monocytogenes ŢM 51 je bilo po sedmih dneh izpostavljenosti 2x MIKb BAC 
(6,25 µg/ml) bistveno več preţivelih bakterij, saj je bilo število 2,8 x 102 CFU/ml. V tem 
primeru smo sklepali, da je kljub temu, da je bila nadaljnja bakterijska rast onemogočena, 
vseeno prišlo do neke vrste prilagoditve. 
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Rast seva L. monocytogenes ŢM 500 je bila pri naraščajočih koncentracijah BAC še vedno 
zaznana pri 8x MIK
b
, medtem, ko se je pri 16x MIK
b
 (25 µg/ml) prilagoditev zaustavila. Po 
sedmih dneh smo ugotavljali preţivelost bakterij, pri čemer smo ugotovili, da je bilo število 
bakterij manjše od 10 CFU/ml (priloga N). Bakterije seva L. monocytogenes ŢM 500 so se 
prilagodile na 8x MIK
b
 (12,5 µg/ml) BAC (preglednica 8).  
 
Po izpostavitvi seva L. monocytogenes ŢM 520 4x MIKb BAC, je bila po 7 dneh v epruveti 
opazna sprememba v motnosti tekočine. V nadaljevanju smo sev ŢM 520 izpostavili 8x MIKb 
(25 µg/ml), a po sedmih dneh ni bilo vidne spremembe. Z razmazom kulture (100 µl) na 
ploščo TSA smo določili preţivelost bakterij po sedmih dneh, pri čemer se je izkazalo, da je 
bilo število bakterij manjše od 10 CFU/ml (priloga O). Bakterije seva L. monocytogenes ŢM 
520 so se prilagodile na 4x MIK
b
 (12,5 µg/ml) BAC (preglednica 8).  
 
Rezultati so pokazali, da sta se dva od petih preiskovanih sevov bakterij vrste L. 
monocytogenes uspela prilagoditi na povišano koncentracijo BAC (preglednica 8). 
 
Preglednica 9: Prilagoditev sevov bakterij vrste L. monocytogenes na benzalkonijev klorid 
Sev 
Rast bakterij vrste L. monocytogenes pri prilagoditvi na benzalkonijev klorid 
0,25x 
MIK
b
 
0,5x  
MIK
b
 
1x 
MIK
b
 
2x 
MIK
b
 
4x 
MIK
b
 
8x 
MIK
b
 
16x 
MIK
b
 
L. monocytogenes ŢM 51 + + + - - - - 
L. monocytogenes ŢM 58 + + + - - - - 
L. monocytogenes ŢM 69 + + + - - - - 
L. monocytogenes ŢM 500 + + + + + + - 
L. monocytogenes ŢM 520 + + + + + - - 
Legenda: MIK
b
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC določena z rastno krivuljo; +: rast; -: ni rasti 
 
Podobne rezultate so dobili tudi Aase in sodelavci (2000), ki so ugotovili, da so se sevi, kljub 
različnim začetnim MIK, tekom prilagoditve uspeli prilagoditi na pribliţno enake končne 
koncentracije BAC. Tudi naši rezultati so pokazali, da sta se tako sev L. monocytogenes ŢM 
500 kot sev L. monocytogenes ŢM 520 uspela prilagoditi na 12,5 µg BAC/ml, kljub temu, da 
so rezultati rastne krivulje pokazali, da je MIK
b
 seva L. monocytogenes ŢM 500 za polovico 
niţja od MIKb seva L. monocytogenes ŢM 520. Pri tem je potrebno omeniti, da se višina 
končne koncentracije razlikuje od njihovih izsledkov (Aase in sod., 2000), saj so se sevi L. 
monocytogenes v raziskavi prilagodili le na 7 µg/ml. Podobno so ugotovili tudi To in 
sodelavci (2002), ki so pokazali, da je MIK prilagojenih sevov ostala nekje v rangu med 5-8 
µg/ml.  
4.3.2 Prilagoditev sevov bakterij vrste L. innocua  
 
Podobno kot pri sevih bakterij vrste L. monocytogenes smo tudi prilagoditev sevov bakterij 
vrste L. innocua začeli z 0,25x MIKb ter nadaljevali z vedno višjimi koncentracijami. V 
preglednici 10 so predstavljene uporabljene koncentracije BAC za posamezne stopnje 
prilagoditve za izbrane seve bakterij vrste L. innocua. 
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Preglednica 10: Uporabljene koncentracije benzalkonijevega klorida pri posameznih stopnjah prilagoditve 
izbranih sevov bakterij vrste L. innocua  
Sev 
CBAC (µg/ml)  
0,25x MIK
b
 0,5x MIK
b
 1x MIK
b
 2x MIK
b
 4x MIK
b
 8x MIK
b
 16x MIK
b
 
L. innocua ŢM 39 0,49 0,98 1,96 3,92 7,84 15,68 31,36 
L. innocua ŢM 40 0,24 0,49 0,98 1,96 3,92 7,84 15,68 
L. innocua ŢM 41 0,24 0,49 0,98 1,96 3,92 7,84 15,68 
L. innocua ŢM 43 0,49 0,98 1,96 3,92 7,84 15,68 31,36 
L. innocua ŢM 68 0,24 0,49 0,98 1,96 3,92 7,84 15,68 
Legenda: CBAC: koncentracija benzalkonijevega klorida, MIK
b
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC 
določena z rastno krivuljo, odebeljena pisava: najvišja koncentracija BAC na katero se je posamezen sev uspel 
prilagoditi  
 
Izkazalo se je, da se od petih izbranih sevov bakterij vrste L. innocua na višje vrednosti MIKb 
nista prilagodila le seva L. innocua ŢM 39 in L. innocua ŢM 43. Vsi trije ostali sevi (L. 
innocua ŢM 40, L. innocua ŢM 41 in L. innocua ŢM 68) so se uspeli prilagoditi na 8x MIKb 
(priloge P-T). V nadaljevanju smo jih nato izpostavili 16x MIK
b
, a po sedmih dneh nismo 
zaznali spremembe v motnosti tekočine glede na kontrolo. Z razmazom vzorcev po gojišču 
TSA smo ugotovili, da je bila koncentracija kolonijskih enot pri vseh treh sevih po sedmih 
dneh manjša od 10 CFU/ml (priloge Q, R in T). 
 
Preglednica 11: Prilagoditev izbranih sevov L. innocua na naraščajoče koncentracije BAC 
Sev 
Rast bakterij vrste L. monocytogenes pri prilagoditvi  na benzalkonijev 
klorid 
 
0,25x MIK
b
 0,5x  MIK
b
 1x MIK
b
 2x MIK
b
 4x MIK
b
 8x MIK
b
 16x MIK
b
 
L. innocua ŢM 39 + + + - - - - 
L. innocua ŢM 40 + + + + + + - 
L. innocua ŢM 41 + + + + + + - 
L. innocua ŢM 43 + + + - - - - 
L. innocua ŢM 68 + + + + + + - 
Legenda: MIK
b
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC določena z rastno krivuljo; +: rast; -: ni rasti 
 
Tudi v primeru prilagoditve bakterij vrste L. innocua se je izkazalo, da so se sevi uspeli 
prilagoditi na enake koncentracije BAC, pri čemer je bila končna koncentracija prilagoditve 
7,84 µg BAC/ml (preglednica 10), kar je sicer niţja koncentracija kot v primeru bakterij vrste 
L. monocytogenes (preglednica 8). V nam dostopni literaturi primerljivih podatkov o 
prilagoditvi bakterij vrste L. innocua na BAC ali sorodno KAS nismo zasledili. 
4.4 RAZVOJ ODPORNOSTI LISTERIJ PROTI BENZALKONIJEVEM KLORIDU 
 
Po uspešni prilagoditvi različnih sevov listerij je sledil še zaključni del eksperimentalnega 
dela. Prilagojene seve bakterij vrst L. monocytogenes in L. innocua smo sedemkrat zaporedno 
precepili v sveţe gojišče TSB brez dodanega BAC in po vsaki precepitvi  prilagojenim sevom 
listerij določili vrednost MIKc z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici (priloge U-Y) 
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ter ugotavljali ali minimalna inhibitorna koncentracija prilagojenih sevov (MIK
c
) ostaja 
povišana v primerjavi z   minimalno inhibitorno koncentracijo neprilagojenih sevov (MIKa). 
 
Rezultati so pokazali, da je MIK
c
 prilagojenih sevov bakterij vrste L. monocytogenes po 
revitalizaciji in inkubaciji v gojišču brez dodanega BAC ostajala povišana v primerjavi z 
vrednostmi MIK
a
 neprilagojenih sevov bakterij vrste L. monocytogenes. S slike 19 je razvidno 
tudi, da je bila MIK
c
 prilagojenega seva L. monocytogenes ŢM 520 v primerjavi z MIKc 
prilagojenega seva L. monocytogenes ŢM 500 prve dve precepitvi višja, čeprav sta se oba 
seva prilagodila na enako koncentracijo BAC (12,5 µg/ml). A se je po precepitvi seva L. 
monocytogenes ŢM 520 na trdno gojišče TSA vrednost MIKc močno zmanjšala. Glede na 
dobljene rezultate sklepamo, da je v primeru L. monocytogenes ŢM 520 prilagoditev privedla 
do prilagojenega seva, ki tudi po sedmih precepitvah še vedno ohranja povišano vrednost 
MIK
c
 za BAC. Nasprotno je vrednost MIK
c
 pri sevu L. monocytogenes ŢM 500 ostala 
povišana vseh sedem precepitev, kar nakazuje, da je pri prilagoditvi prišlo do razvoja 
odpornega seva proti BAC.  
 
 
 
Slika 19: Stabilnost prilagoditve na benzalkonijev klorid prilagojenih sevov bakterij vrste L. monocytogenes 
Legenda: MIK
 c
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC za prilagojene seve bakterij vrste L. monocytogenes, 
določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
 
V primeru bakterij vrste L. innocua se je izkazalo, da vrednost MIK
c
 pri vseh revitaliziranih 
sevih, ki smo jih inkubirali v gojišču TSB brez dodanega BAC, ostaja povišana (slika 20). 
Kljub temu smo opazili razlike v stabilnosti vrednosti MIK
c
 med posameznimi sevi bakterij 
vrste L. innocua. Pri sevu L. innocua ŢM 41 se je vrednost MIKc hitreje zniţala v primerjavi z 
sevoma L. innocua ŢM 40 in L. innocua ŢM 68, a je pri vseh sevih vrednost MIKc po sedmih 
precepitvah ostala povišana glede na vrednosti MIKa neprilagojenih sevov bakterije vrste L. 
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innocua. Iz rezultatov, prikazanih na sliki 20 je razvidno, da je pri prilagoditvi  izbranih sevov 
bakterije vrste L. innocua prišlo do razvoja prilagojenih sevov, ne pa tudi do razvoja odpornih 
sevov proti BAC.  
 
 
 
Slika 20: Stabilnost prilagoditve na benzalkonijev klorid prilagojenih sevov bakterij vrste L. innocua 
Legenda: MIK
c
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC za prilagojene seve bakterij vrste L. innocua, 
določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
 
Pri preverjanju stabilnosti prilagoditve prilagojenih sevov so rezultati prve precepitve, 
pridobljeni z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici, pokazali, da so vrednosti MIKc 
prilagojenih sevov 4-8x višje od vrednosti MIKa, ki smo jih določili pri neprilagojenih sevih, 
kar je bilo pričakovano. V nadaljevanju smo preverili, kolikšno je dejansko število preţivelih 
bakterij pri vrednosti MIK
c
 tako, da smo v vzorcih na mikrotitrski ploščici določili število 
preţivelih listerij (preglednica 12). 
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Preglednica 12: Stabilnost minimalnih inhibitornih koncentracij benzalkonijevega klorida za prilagojene seve 
bakterij vrst L. monocytogenes in L. innocua po sedmih zaporednih precepitvah določena glede na rezultate 
metode razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
 BAC (µg/ml)  
L. 
monocytogenes 
ŢM 500 
L. 
monocytogenes 
ŢM 520 
L. innocua 
ŢM 40 
L. innocua 
ŢM 41 
L. innocua 
ŢM 68  
Neprilagojen 
sev 
MIK
a
  6,25 12,5 7,81 7,81 7,81 
N (CFU/ml) <10 <10 1,7 x 10
2
 5,2 x 10
2
 6,0 x 10
1
 
 n- MIK
b
 8x 4x 8x 8x 8x 
P
ri
la
g
o
je
n
 s
ev
 
2 
prec. 
MIK
c
  50 100 62,5 62,5 62,5 
N (CFU/ml) <10 <10 <10 <10 <10 
3 
prec. 
MIK
c
  50 100 62,5 62,5 62,5 
N (CFU/ml) <10 <10 <10 <10 <10 
4 
prec. 
MIK
c
  / / 62,5 31,25 62,5 
N (CFU/ml) / / <10 1,6 x 10
2
 1,2 x 10
3
 
5 
prec. 
MIK
c
  50 25 62,5 31,25 62,5 
N (CFU/ml) <10 5,0 x 10
2
 9,0 x 10
1
 1,5 x 10
3
 <10 
6 
prec. 
MIK
c
  50 25 / / / 
N (CFU/ml) <10 2,5 x 10
3
 / / / 
7 
prec. 
MIK
c
  50 25 31,25 31,25 31,25 
N (CFU/ml) 1,8 x 10
2
 3,5 x 10
3
 7,2 x 10
2
 <10 3,2 x 10
3
 
Legenda: BAC: benzalkonijev klorid, MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC za neprilagojen sev, 
določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici, n-MIKb: n-kratnik vrednosti MIKb, določene z rastno 
krivuljo, na katero so se prilagojeni sevi prilagodili, prec.: precepitev, MIK
c
: minimalna inhibitorna 
koncentracija BAC za prilagojen sev, določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici,  N: število 
bakterij, /: ni določeno, precepitev seva na TSA; odebeljena pisava: razvoj seva odpornega proti BAC  
 
Izkazalo se je, da je preţivetje bakterij pri določeni vrednosti MIKc nizko in da je dejanska 
vrednost MIK za prilagojene seve listerij niţja od določene (priloge U-Y), kot se je to 
izkazalo tudi pri preverjanju vrednosti MIK za razkuţilo BAC pri neprilagojenih sevih z 
izvedbami rastnih krivulj za neprilagojene seve (4.2) in določitvijo vrednosti MIKb glede na 
rastne krivulje (preglednica 13).  
 
Preglednica 13: Določitev minimalnih inhibitornih koncentracij benzalkonijevega klorida z metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici in z rastno krivuljo za seve bakterij vrst L. monocytogenes in L. innocua  
 BAC (µg/ml) 
L. 
monocytogenes 
ŢM 500 
L. 
monocytogenes 
ŢM 520 
L. 
innocua 
ŢM 40 
L. 
innocua 
ŢM 41 
L. 
innocua 
ŢM 68  
MIK
a
  6,25 12,5 7,81 7,81 7,81 
MIK
b
 1,56 3,125 0,98 0,98 0,98-1,9 
MIK
a
 /MIK
b
 4x 4x 8x 8x 8x 
Legenda: MIK
a: minimalna inhibitorna koncentracija BAC za neprilagojen sev, določena z metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici, MIKb: minimalna inhibitorna koncentracija BAC za neprilagojen sev, 
določena z rastno krivuljo, MIKa / MIKb: količnik vrednosti MIKa, določene z metodo razredčevanja v 
mikrotitrski ploščici in vrednosti MIKb, določene z rastno krivuljo 
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Glede na rezultate v preglednici 13 lahko predvidevamo, da so tudi v primeru določitve 
vrednosti MIK
c
 prilagojenih sevov z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici (slika 19, 
slika 20) realno niţje (0,125-0,5x MIKc) in so v skladu z koncentracijami BAC, na katere so 
se sevi listerij prilagodili (7,84-12,5 µg/ml). 
 
Preglednica 14: Predvidena minimalna inhibitorna koncentracija benzalkonijevega klorida za prilagojene seve 
bakterij vrst L. monocytogenes in L. innocua za sedem zaporednih precepitev, ki bi bila določena glede na 
rezultate rastnih krivulij 
 BAC (µg/ml) 
L. 
monocytogenes 
ŢM 500 
L. 
monocytogenes 
ŢM 520 
L. innocua 
ŢM 40 
L. innocua 
ŢM 41 
L. innocua 
ŢM 68  
Neprilagojen 
sev 
MIK
b
  1,56 3,125 0,98 0,98 0,98-1,9 
 n- MIK
b
 8x 4x 8x 8x 8x 
P
ei
la
g
o
je
n
 s
ev
 2 prec. MIK
d
  12,5 25 7,81 7,81 7,81 
3 prec. MIK
d
  12,5 25 7,81 7,81 7,81 
4 prec. MIK
d
  / / 7,81 3,9 7,81 
5 prec. MIK
d
  12,5 6,25 7,81 3,9 7,81 
6 prec. MIK
d
  12,5 6,25 / / / 
7 prec. MIK
d
  12,5 6,25 3,9 3,9 3,9 
Legenda: MIK
b: minimalna inhibitorna koncentracija BAC za prilagojen sev, določena z rastno krivuljo, MIKd: 
predvidena minimalna inhibitorna koncentracija za prilagojen sev, ki bi bila določena z rastno krivuljo, N: 
število bakterij, /: ni določeno, precepitev seva na TSA; odebeljena pisava: razvoj seva odpornega proti BAC 
 
Rezultati so pokazali, da s časom vrednost MIKc večine prilagojenih sevov listerij začne 
upadati, a ostaja povišan pri vseh sevih pri vseh sedmih precepitvah, pri čemer je bilo največje 
zmanjšanje vrednosti MIKc zaznano pri sevu L. monocytogenes ŢM 520. Vrednost MIKc se je 
s časom pričela zmanjševati tudi pri vseh prilagojenih sevih bakterij vrste L. innocua (slika 
20). Kljub temu je bila po sedmih precepitvah MIK
c
 BAC pri vseh treh prilagojenih sevih 
bakterij vrste L. innocua še vedno štirikrat višja od MIKa BAC za neprilagojene seve bakterije 
vrste L. innocua, določene z metodo razredčevanja v mikrotitrski plošči (preglednica 12). Od 
vseh petih prilagojenih sevov listerij je L. monocytogenes ŢM 500 edini sev, pri katerem 
vrednost MIK
c
 po sedmih precepitvah ostaja nespremenjena. 
 
V tem delu se naši rezultati eksperimentalnega dela razlikujejo od podatkov iz literature. Aase 
in sodelavci (2000) so pokazali, da je MIK prilagojenih sevov bakterij vrste L. monocytogenes 
ostala nespremenjena teden dni subkultivacije v gojišču TSB brez prisotnega BAC. To in 
sodelavci (2002) so ugotovili, da se MIK prilagojenih sevov bakterij vrste L. monocytogenes z 
večkratnim precepljanjem ni spreminjal 10 mesecev. Še več,  Romanova in sodelavci (2006) 
so ugotovili, da se MIK vseh prilagojenih sevov bakterij vrste L. monocytogenes ni 
spreminjala po večjem številu zaporednih precepitev ter enoletni shrambi sevov pri -80 °C. 
Glede na to, da so rezultati eksperimentalnega dela pokazali, da je samo pri sevu L. 
monocytogenes ŢM 500 MIKc vrednost ostajala nespremenjena po sedmih zaporednih 
precepitvah (Aase in sod. 2000), lahko sklepamo, da so se vsi ostali prilagojeni sevi bakterij 
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rodu Listeria sicer uspeli začasno prilagoditi na višje koncentracije BAC, ampak ni prišlo do 
razvoja genotipske odpornosti. Razvoj odpornosti na benzalkonijev klorid se na genotipskem 
nivoju povezuje z povečanim delovanjem membranskih izlivnih črpalk, kot posledica 
horizontalnega prenosa genov med bakterijami, ki kodirajo membranske izlivne črpalke ali 
kot posledica mutacije, ki povzroči povečano izraţanje kromosomsko kodiranih izlivnih 
membranskih črpalk (Hernando-Amado in sod., 2016). Pri bakterijah vrste L. monocytogenes 
se v literaturi pojavljata dve vrsti membranskih izlivnih črpalk druţine MFS, MdrL in Lde, ki 
bi lahko pripomogle k pojavu sevov, odpornih na BAC (Romanova in sod., 2006). 
 
V nam dostopni literaturi nismo dobili nobenih podatkov o prilagoditvi bakterij vrste L. 
innnocua na BAC ali sorodne KAS. Rezultati eksperimentalnega dela kaţejo, da se tudi sevi 
bakterij vrste L. innocua pri izpostavljanju sub-inhibitornim koncentracijam BAC lahko 
prilagodijo na višje koncentracije omenjenega razkuţila. Predvidevamo, da bi pri večjem 
številu testnih sevov uspeli dobiti tudi take seve bakterij vrste L. innocua, pri katerih bi pri 
prilagoditvi prišlo do razvoja proti BAC odpornih sevov. 
 
Glede na to, da je bilo v raziskovalno delo magistrske naloge vključenih le 10 sevov listerij, 
pa je razvoj odpornosti proti BAC pri enem sevu in sposobnost prilagoditve na sub-
inhibitorne koncentracije BAC pri 40 % sevov bakterij vrste L. monocytogenes in 60 % sevov 
bakterij vrste L. innocua, zelo zaskrbljujoč rezultat, ki kaţe na pomembnost nadaljnjih 
raziskav in študij prilagoditve listerij na biocide ter moţnosti razvoja navzkriţne odpornosti. 
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5 SKLEPI 
 
- Izbrani sevi bakterij vrst L. monocytogenes in L. innocua se lahko prilagodijo na višje 
koncentracije benzalkonijevega klorida kot so njihove minimalne inhibitorne 
koncentracije. 
 
- Na benzalkonijev klorid se je prilagodilo 40 % preiskovanih sevov bakterij vrste L. 
monocytogenes in 60 %  preiskovanih sevov bakterij vrste L. innocua. 
 
- Minimalna inhibitorna koncentracija prilagojenih sevov bakterij vrste L. 
monocytogenes se je povišala za najmanj 4x in za največ 8x, medtem ko se je 
prilagojenih sevov bakterij vrste L. innocua povišala za 8x. 
 
- Pri večini prilagojenih sevov se je minimalna inhibitorna koncentracija po sedmih 
zaporednih precepitvah v gojišče brez prisotnosti benzalkonijevega klorida zniţala, a 
še vedno ostala močno povišana glede na minimalno inhibitorno koncentracijo 
neprilagojenih sevov. Pri sevu L. monocytogenes ŢM 500 je minimalna inhibitorna 
koncentracija ostala 8x povišana in sklepamo, da gre za razvoj odpornega seva proti 
benzalkonijevemu kloridu. 
 
- Metoda razredčevanja v mikrotitrski ploščici je uporabna za pribliţno določitev 
protimikrobne aktivnosti razkuţila, medtem ko je za natančnejšo določitev aktivnosti 
razkuţila potrebno le-to določiti z drugo metodo (npr. določitev števila preţivelih 
bakterij z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču). 
  
Podpac M. Prilagoditev listerij na benzalkonijev klorid.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za ţivilstvo, 2018 
 
 
47 
6 POVZETEK 
 
Listerije so ubikvitarne bakterije, ki jih pogosto najdemo tudi v ţivilski industriji, kjer 
vsakodnevno prihajajo v stik s sub-inhibitornimi koncentracijami razkuţil, kot je npr. 
benzalkonijev klorid (BAC). To lahko privede do prilagoditve določenih sevov na omenjeno 
razkuţilo in sčasoma pri nekaterih sevih tudi do razvoja odpornosti. 
 
V magistrski nalogi smo preverjali sposobnost prilagoditve listerij na razkuţilo BAC. V 
eksperimentalni del smo vključili 5 sevov L. monocytogenes in 5 sevov L. innocua. Izbrane 
seve bakterij rodu Listeria, smo izpostavljali sub-inhibitornim koncentracijam BAC in po 
končani prilagoditvi preverili, za koliko so se vrednosti MIKcprilagojenih sevov povišale 
glede na vrednosti MIK
a
 neprilagojenih sevov. Potrdili smo hipotezi, da se posamezni sevi 
bakterij vrst L. monocytogenes in L. innocua lahko prilagodijo na višje koncentracije BAC, 
pri čemer so se vrednosti MIKa prilagojenih sevov povišale za vsaj 4x. Po končani 
prilagoditvi smo z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici ugotavljali, koliko časa 
vrednosti MIK
c
 prilagojenih sevov ostajajo povišane. Ugotovili smo, da se vrednosti MIKc pri 
skoraj vseh prilagojenih sevih pričnejo zmanjševati, a kljub temu po sedmih precepitvah še 
vedno ostajajo povišane. Od vseh sevov je vrednost MIKc po sedmih precepitvah ostala 
nespremenjena le pri enem od izbranih sevov - L. monocytogenes ŢM 500. Predvidevamo, da 
je pri drugih sevih listerij prišlo do začasne prilagoditve na višje koncentracije BAC, ni pa 
prišlo do razvoja odpornosti na nivoju celičnega DNA.  
 
V literaturi je zelo malo podatkov o sposobnosti prilagoditve bakterij vrste L. innocua na 
BAC. V magistrski nalogi smo pokazali, da je potek prilagoditve bakterij vrste L. innocua 
zelo podoben poteku prilagoditve bakterij vrste L. monocytogenes. Prilagojeni sevi obeh vrst 
listerij so se prilagodili na zelo visoke koncentracije BAC, pri čemer je bila sicer končna 
koncentracija BAC pri bakterijah vrste L. innocua niţja v primerjavi s končno koncentracijo 
BAC pri bakterijah vrste L. monocytogenes. Kakorkoli, potrditev sposobnosti prilagoditve 
bakterij vrste L. innocua na BAC še dodatno poudarja pomen obvladovanja teh bakterij v 
ţivilski industriji, med drugim tudi iz vidika moţnosti horizontalnega prenosa genov med 
različnimi vrstami bakterij rodu Listeria. 
 
Rezultati magistrske naloge dajejo široko moţnost nadaljnjega raziskovanja. Zanimivo bi bilo 
ugotoviti, ali prilagojeni sevi listerij po prilagoditvi postanejo odpornejši tudi proti drugim 
razkuţilom, ki spadajo v druţino KAS. Prav tako bi bilo zanimivo nadaljnje raziskati razlike v 
genomu ter strukturi membranskih maščobnih kislin prilagojenih sevov, katerih MIK se je 
pričel zmanjševati tekom zaporednih precepitev in seva, pri katerem je MIK ostala 
nespremenjena. Te raziskave bi lahko dale podrobnejši vpogled v mehanizme, zaradi katerih 
pride do dolgotrajnejše prilagoditve ali celo razvoja odpornosti proti BAC.  
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PRILOGE 
Priloga A: Koncentracija celic bakterij vrste L. monocytogenes ŢM 51 v tekočem gojišču TSB ob dodatku 0,5x 
MIK BAC glede na kontrolo pri 0h, 4h in 24h. 
L. monocytogenes ŢM 51 Čas (h) 
0h p 4h p 24h p 
N ± SD 
(CFU/ml) 
0,5 x MIK BAC 3,9 ± 0,03 
0,065 
4,2 ± 0,08 
6,8x10
-4
 
4,9 ± 0,03 
3,1x10
-7
  
Kontrola 4,3 ± 0,18 5,6 ± 0,24 7,4  ± 0,06 
Legenda: N: koncentracija celic, SD: standardni odklon, p: verjetnost, MIK: minimalna inhibitorna 
koncentracija, BAC: benzalkonijev klorid, ŢM: oznaka seva. 
Priloga B: Koncentracija celic bakterij vrste L. monocytogenes ŢM 58  v tekočem gojišču TSB ob dodatku 0,5x 
MIK BAC glede na kontrolo pri 0h, 4h in 24h. 
L. monocytogenes ŢM 58 Čas (h) 
0h p 4h p 24h p 
N ± SD 
(CFU/ml) 
0,5 x MIK BAC 5,1 ± 0,04 
9,3x10
-4
 
5,2 ± 0,03 
5,9x10
-6
 
7,8 ±0,01 
6,7x10
-3
  
Kontrola 5,4 ± 0,06 6,4 ± 0,06 8,0 ± 0,07 
Legenda: N: koncentracija celic, SD: standardni odklon, p: verjetnost, MIK: minimalna inhibitorna 
koncentracija, BAC: benzalkonijev klorid, ŢM: oznaka seva. 
Priloga C: Koncentracija celic bakterij vrste L. monocytogenes ŢM 69 v tekočem gojišču TSB ob dodatku 0,25x 
MIK BAC glede na kontrolo pri 0h, 4h in 24h. 
L. monocytogenes ŢM 69 Čas (h) 
0h p 4h p 24h p 
N ± SD 
(CFU/ml) 
0,25 x MIK BAC 4,5 ± 0,11 
0,866 
5,5 ± 0,03 
0,133 
7,2 ± 0,06 
3,8x10
-3
  
Kontrola 4,6 ± 0,23 5,6 ± 0,11 7,6 ± 0,08 
Legenda: N: koncentracija celic, SD: standardni odklon, p: verjetnost, MIK: minimalna inhibitorna 
koncentracija, BAC: benzalkonijev klorid, ŢM: oznaka seva. 
Priloga D: Koncentracija celic bakterij vrste L. monocytogenes ŢM 500 v tekočem gojišču TSB ob dodatku 
0,25x MIK BAC glede na kontrolo pri 0h, 4h in 24h. 
L. monocytogenes ŢM 500 Čas (h) 
0h p 4h p 24h p 
N ± SD 
(CFU/ml) 
0,25 x MIK BAC 4,4 ± 0,10 
0,134 
4,4 ± 0,35 
3,5x10
-3
 
6,4 ± 0,10 
8,2x10
-6
  
Kontrola 4,6 ± 0,03 5,7 ± 0,12 8,5 ± 0,07 
Legenda: N: koncentracija celic, SD: standardni odklon, p: verjetnost, MIK: minimalna inhibitorna 
koncentracija, BAC: benzalkonijev klorid, ŢM: oznaka seva. 
Priloga E: Koncentracija celic bakterij vrste L. monocytogenes ŢM 520 v tekočem gojišču TSB ob dodatku 
0,25x MIK BAC glede na kontrolo pri 0h, 4h in 24h. 
L. monocytogenes ŢM 520 Čas (h) 
0h p 4h p 24h p 
N ± SD 
(CFU/ml) 
0,25 x MIK BAC 5,8 ± 0,07 
0,628 
5,6 ± 0,09 
1,4x10
-4
 
5,9 ± 0,10 
8,4x10
-5
  
Kontrola 5,9 ± 0,15 6,7 ± 0,09 6,9 ± 0,04 
Legenda: N: koncentracija celic, SD: standardni odklon, p: verjetnost, MIK: minimalna inhibitorna 
koncentracija, BAC: benzalkonijev klorid, ŢM: oznaka seva. 
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Priloga F: Koncentracija celic bakterij vrste L. innocua ŢM 39 v tekočem gojišču TSB ob dodatku 0,25x MIK 
BAC glede na kontrolo pri 0h, 4h in 24h. 
L. innocua ŢM 39 Čas (h) 
0h p 4h p 24h p 
N ± SD 
(CFU/ml) 
0,25 x MIK BAC 4,6 ± 0,07 
0,373 
4,7 ± 0,09 
2,4x10
-3
 
8,5 ± 0,21 
0,206  
Kontrola 4,6 ± 0,00 5,1 ± 0,05 8,7 ± 0,06 
Legenda: N: koncentracija celic, SD: standardni odklon, p: verjetnost, MIK: minimalna inhibitorna 
koncentracija, BAC: benzalkonijev klorid, ŢM: oznaka seva. 
Priloga G: Koncentracija celic bakterij vrste L. innocua ŢM 40 v tekočem gojišču TSB ob dodatku 0,125x MIK 
BAC glede na kontrolo pri 0h, 4h in 24h. 
L. innocua ŢM 40 Čas (h) 
0h p 4h p 24h p 
N ± SD 
(CFU/ml) 
0,125 x MIK BAC 5,9 ± 0,01 
0,155 
6,4 ± 0,04 
0,067 
9,0 ± 0,04 
4,5x10
-5
 
Kontrola 6,0 ± 0,04 6,6 ± 0,08 9,5 ± 0,00 
Legenda: N: koncentracija celic, SD: standardni odklon, p: verjetnost, MIK: minimalna inhibitorna 
koncentracija, BAC: benzalkonijev klorid, ŢM: oznaka seva. 
Priloga H: Koncentracija celic bakterij vrste L. innocua ŢM 41 v tekočem gojišču TSB ob dodatku 0,125x MIK 
BAC glede na kontrolo pri 0h, 4h in 24h. 
L. innocua ŢM 41 Čas (h) 
0h p 4h p 24h p 
N ± SD 
(CFU/ml) 
0,125 x MIK BAC 5,5 ± 0,11 
0,438 
7,6 ± 0,02 
0,437 
8,4 ± 0,17 
0,027  
Kontrola 5,5 ± 0,04 7,6 ± 0,07 8,8 ± 0,07 
Legenda: N: koncentracija celic, SD: standardni odklon, p: verjetnost, MIK: minimalna inhibitorna 
koncentracija, BAC: benzalkonijev klorid, ŢM: oznaka seva. 
Priloga I: Koncentracija celic bakterij vrste L. innocua ŢM 43 v tekočem gojišču TSB ob dodatku 0,25x MIK 
BAC glede na kontrolo pri 0h, 4h in 24h. 
L. innocua ŢM 43 Čas (h) 
0h p 4h p 24h p 
N ± SD 
(CFU/ml) 
0,25 x MIK BAC 5,3 ± 0,24 
0,396 
5,9 ± 0,08 
8,3x10
-6
 
8,4 ± 0,17 
0,018  
Kontrola 5,5 ± 0,28 7,5 ± 0,00 8,8 ± 0,04 
Legenda: N: koncentracija celic, SD: standardni odklon, p: verjetnost, MIK: minimalna inhibitorna 
koncentracija, BAC: benzalkonijev klorid, ŢM: oznaka seva. 
Priloga J: Koncentracija celic bakterij vrste L. innocua ŢM 68 v tekočem gojišču TSB ob dodatku 0,125x MIK  
BAC glede na kontrolo pri 0h, 4h in 24h. 
L. innocua ŢM 68 Čas (h) 
0h p 4h p 24h p 
N ± SD 
(CFU/ml) 
0,125 x MIK BAC 5,4 ± 0,10 
0,462 
7,6 ± 0,06 
0,973 
9,0 ± 0,00 
0,171  
Kontrola 5,4 ± 0,06 7,6 ± 0,02 8,9 ± 0,10 
Legenda: N: koncentracija celic, SD: standardni odklon, p: verjetnost, MIK: minimalna inhibitorna 
koncentracija, BAC: benzalkonijev klorid, ŢM: oznaka seva. 
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Priloga K: Potek prilagoditve bakterij seva L. monocytogenes ŢM 51 na benzalkonijev klorid 
Legenda: nx MIK: n-kratnik minimalne inhibitorne koncentracije BAC, določene z rastno krivuljo, BAC: 
benzalkonijev klorid, N (CFU/ml): število preţivelih bakterij, /: ni delano 
Priloga L: Potek prilagoditve bakterij seva L. monocytogenes ŢM 58 na benzalkonijev klorid 
Legenda: nx MIK: n-kratnik minimalne inhibitorne koncentracije BAC, določene z rastno krivuljo. BAC: 
benzalkonijev klorid, N (CFU/ml): število preţivelih bakterij, /: ni delano 
Priloga M: Potek prilagoditve bakterij seva L. monocytogenes ŢM 69 na benzalkonijev klorid  
Legenda: nx MIK: n-kratnik minimalne inhibitorne koncentracije BAC, določene z rastno krivuljo, BAC: 
benzalkonijev klorid, N (CFU/ml): število preţivelih bakterij, /: ni delano 
  
Vsebnost BAC v 
gojišču 
Spremljanje rasti pri prilagoditvi na BAC Spremljanje rasti (vidna motnost 
gojišča) brez dodanega BAC 
(kontrolni vzorec)  
Rast (vidna motnost gojišča) N (CFU/ml) 
nx MIK C (µg/ml) 1 dan 7 dni 7 dni 1 dan 
0,25x  0,781 DA / / DA 
0,5x 1,562 DA / / DA 
1x 3,125 DA / / DA 
2x 6,250 NE NE 2,8 x10
2
 DA 
Vsebnost BAC v 
gojišču 
Spremljanje rasti pri  prilagoditvi na BAC Spremljanje rasti (vidna motnost 
gojišča) brez dodanega BAC 
(kontrolni vzorec)  
Rast (vidna motnost gojišča) N (CFU/ml) 
nx MIK C (µg/ml) 1 dan 7 dni 7 dni 1 dan 
0,25x  0,781 DA / / DA 
0,5x 1,562 DA / / DA 
1x 3,125 DA / / DA 
2x 6,250 NE NE <10 DA 
Vsebnost BAC v 
gojišču 
Spremljanje rasti pri prilagoditvi na BAC Spremljanje rasti (vidna motnost 
gojišča) brez dodanega BAC 
(kontrolni vzorec)  
Rast (vidna motnost gojišča) N (CFU/ml) 
nx MIK C (µg/ml) 1 dan 7 dni 7 dni 1 dan 
0,25x  0,781 DA / / DA 
0,5x 1,562 DA / / DA 
1x 3,125 DA / / DA 
2x 6,250 NE NE <10 DA 
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Priloga N: Potek prilagoditve bakterij seva L. monocytogenes ŢM 500 na benzalkonijev klorid 
Legenda: nx MIK: n-kratnik minimalne inhibitorne koncentracije BAC, določene z rastno krivuljo, BAC: 
benzalkonijev klorid, N (CFU/ml): število preţivelih bakterij, /: ni delano 
Priloga O: Potek prilagoditve bakterij seva L. monocytogenes ŢM 520 na benzalkonijev klorid 
Legenda: nx MIK: n-kratnik minimalne inhibitorne koncentracije BAC, določene z rastno krivuljo, BAC: 
benzalkonijev klorid, N (CFU/ml): število preţivelih bakterij, /: ni delano 
Priloga P: Potek prilagoditve bakterij seva L. innocua ŢM 39 na benzalkonijev klorid 
Legenda: nx MIK: n-kratnik minimalne inhibitorne koncentracije BAC, določene z rastno krivuljo, BAC: 
benzalkonijev klorid, N (CFU/ml): število preţivelih bakterij, /: ni delano 
 
 
  
Vsebnost BAC v 
gojišču 
Spremljanje rasti pri prilagoditvi na BAC Spremljanje rasti (vidna motnost 
gojišča) brez dodanega BAC 
(kontrolni vzorec)  
Rast (vidna motnost gojišča) N (CFU/ml) 
nx MIK C (µg/ml) 1 dan 7 dni 7 dni 1 dan 
0,25x  0,395 DA / / DA 
0,5x 0,781 DA / / DA 
1x 1,562 DA / / DA 
2x 3,125 NE DA / DA 
4x 6,25 NE DA / DA 
8x 12,5 NE DA / DA 
16x 25 NE NE <10 DA 
Vsebnost BAC v 
gojišču 
Spremljanje rasti pri prilagoditvi na BAC Spremljanje rasti (vidna motnost 
gojišča) brez dodanega BAC 
(kontrolni vzorec)  
Rast (vidna motnost gojišča) N (CFU/ml) 
nx MIK C (µg/ml) 1 dan 7 dni 7 dni 1 dan 
0,25x  0,781 DA / / DA 
0,5x 1,562 DA / / DA 
1x 3,125 DA / / DA 
2x 6,25 DA / / DA 
4x 12,5 NE DA / DA 
8x 25 NE NE <10 DA 
Vsebnost BAC v 
gojišču 
Spremljanje rasti pri prilagoditvi na BAC Spremljanje rasti (vidna motnost 
gojišča) brez dodanega BAC 
(kontrolni vzorec)  
Rast (vidna motnost gojišča) N (CFU/ml) 
nx MIK C (µg/ml) 1 dan 7 dni 7 dni 1 dan 
0,25x  0,49 DA / / DA 
0,5x 0,98 DA / / DA 
1x 1,95 DA / / DA 
2x 3,9 NE NE <10 DA 
Podpac M. Prilagoditev listerij na benzalkonijev klorid  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za ţivilstvo, 2018 
 
 
Priloga Q: Potek prilagoditve bakterij seva L. innocua ŢM 40 na benzalkonijev klorid 
Legenda: nx MIK: n-kratnik minimalne inhibitorne koncentracije BAC, določene z rastno krivuljo, BAC: 
benzalkonijev klorid, N (CFU/ml): število preţivelih bakterij, /: ni delano 
Priloga R: Potek prilagoditve bakterij seva L. innocua ŢM 41 na benzalkonijev klorid 
Legenda: nx MIK: n-kratnik minimalne inhibitorne koncentracije BAC, določene z rastno krivuljo, BAC: 
benzalkonijev klorid, N (CFU/ml): število preţivelih bakterij, /: ni delano 
Priloga S: Potek prilagoditve bakterij seva L. innocua ŢM 43 na benzalkonijev klorid 
Legenda: nx MIK: n-kratnik minimalne inhibitorne koncentracije BAC, določene z rastno krivuljo, BAC: 
benzalkonijev klorid, N (CFU/ml): število preţivelih bakterij, /: ni delano 
  
Vsebnost BAC v 
gojišču 
Spremljanje rasti pri prilagoditvi  na BAC Spremljanje rasti (vidna motnost 
gojišča) brez dodanega BAC 
(kontrolni vzorec)  
Rast (vidna motnost gojišča) N (CFU/ml) 
nx MIK C (µg/ml) 1 dan 7 dni 7 dni 1 dan 
0,25x  0,24 DA / / DA 
0,5x 0,49 DA / / DA 
1x 0,98 DA / / DA 
2x 1,95 DA / / DA 
4x 3,9 NE DA / DA 
8x 7,8 DA / / DA 
16x 15,6 NE NE <10 DA 
Vsebnost BAC v 
gojišču 
Spremljanje rasti pri prilagoditvi na BAC Spremljanje rasti (vidna motnost 
gojišča) brez dodanega BAC 
(kontrolni vzorec)  
Rast (vidna motnost gojišča) N (CFU/ml) 
nx MIK C (µg/ml) 1 dan 7 dni 7 dni 1 dan 
0,25x  0,24 DA / / DA 
0,5x 0,49 DA / / DA 
1x 0,98 DA / / DA 
2x 1,95 DA / / DA 
4x 3,9 NE DA / DA 
8x 7,8 DA / / DA 
16x 15,6 NE NE <10 DA 
Vsebnost BAC v 
gojišču 
Spremljanje rasti pri prilagoditvi na BAC Spremljanje rasti (vidna motnost 
gojišča) brez dodanega BAC 
(kontrolni vzorec)  
Rast (vidna motnost gojišča) N (CFU/ml) 
nx MIK C (µg/ml) 1 dan 7 dni 7 dni 1 dan 
0,25x  0,49 DA / / DA 
0,5x 0,98 DA / / DA 
1x 1,95 DA / / DA 
2x 3,9 NE NE <10 DA 
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Priloga T: Potek prilagoditve bakterij seva L. innocua ŢM 68 na benzalkonijev klorid 
Legenda: nx MIK: n-kratnik minimalne inhibitorne koncentracije BAC, določene z rastno krivuljo, BAC: 
benzalkonijev klorid, N (CFU/ml): število preţivelih bakterij, /: ni delano 
Priloga U: Določitev števila bakterij na benzalkonijev klorid prilagojenega seva L. monocytogenes ŢM 500 pri 
zaporednih precepitvah bakterij in določitvah minimalne inhibitorne koncentracije benzalkonijevega klorida 
Precepitev N0  
(CFU/ml) 
MIK
a
 
(µg/ml) 
N - MIK
a
 
(CFU/ml) 
 N - 0,5x  MIK
a
 
(CFU/ml) 
MIK
b
 
(µg/ml) 
1. precepitev / / / / / 
2. precepitev 1,3 x 10
7
 50 < 10 10
8
 25 
3. precepitev 2,3 x 10
7
 50 < 10 10
8
 25 
4. precepitev / / / / / 
5. precepitev 1,3 x 10
7
 50 < 10 10
8
 25 
6. precepitev 1,4 x 10
7
 50 < 10 10
8
 25 
7. precepitev 1,0 x 10
7
 50 1,8 x 10
2
 10
8
 25 
Legenda: N0 število bakterij v inokulumu, MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC za prilagojen sev, 
določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. N - MIKa: število bakterij prilagojenega seva pri MIKa 
vrednosti, N - 0,5x MIK
a: število bakterij prilagojenega seva v pri 0,5x MIK, 108: ocenjeno število bakterij pri 
0,5x MIK
a
, MIK
b
: predvidena minimalna inhibitorna koncentracija benzalkonijevega klorida za prilagojen sev, /: 
ni podatka zaradi precepitve seva na TSA. 
 
Priloga V: Določitev števila bakterij na benzalkonijev klorid prilagojenega seva L. monocytogenes ŢM 520 pri 
zaporednih precepitvah bakterij in določitvah minimalne inhibitorne koncentracije benzalkonijevega klorida 
Precepitev N0  
(CFU/ml) 
MIK
a
 
(µg/ml) 
N - MIK
a
 
(CFU/ml) 
 N - 0,5x  MIK
a
 
(CFU/ml) 
MIK
b
 
(µg/ml) 
1. precepitev / / / / / 
2. precepitev 5,6 x 10
7
 100 <10 10
8
 50 
3. precepitev 3,6 x 10
7
 100 <10 10
8
 50 
4. precepitev / / / / / 
5. precepitev 3,6 x 10
7
 25 5,0 x 10
2
 10
8
 12,5 
6. precepitev 3,6 x 10
7
 25 2,5 x 10
3
 10
8
 12,5 
7. precepitev 2,6 x 10
7
 25 3,5 x 10
3
 10
8
 12,5 
Legenda: N0 število bakterij v inokulumu, MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC za prilagojen sev, 
določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. N - MIKa: število bakterij prilagojenega seva pri MIKa 
vrednosti, N - 0,5x MIK
a: število bakterij prilagojenega seva v pri 0,5x MIK, 108: ocenjeno število bakterij pri 
0,5x MIK
a
, MIK
b
: predvidena minimalna inhibitorna koncentracija benzalkonijevega klorida za prilagojen sev, /: 
ni podatka zaradi precepitve seva na TSA. 
 
Vsebnost BAC v 
gojišču 
Spremljanje rasti pri prilagoditvi na BAC Spremljanje rasti (vidna motnost 
gojišča) brez dodanega BAC 
(kontrolni vzorec)  
Rast (vidna motnost gojišča) N (CFU/ml) 
nx MIK C (µg/ml) 1 dan 7 dni 7 dni 1 dan 
0,25x  0,24 DA / / DA 
0,5x 0,49 DA / / DA 
1x 0,98 DA / / DA 
2x 1,95 DA / / DA 
4x 3,9 NE DA / DA 
8x 7,8 DA / / DA 
16x 15,6 NE NE <10 DA 
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Priloga W: Določitev števila bakterij na benzalkonijev klorid prilagojenega seva L. innocua ŢM 40 pri 
zaporednih precepitvah bakterij in določitvah minimalne inhibitorne koncentracije benzalkonijevega klorida 
Precepitev N0  
(CFU/ml) 
MIK
a
 
(µg/ml) 
N - MIK
a
 
(CFU/ml) 
 N - 0,5x  MIK
a
 
(CFU/ml) 
MIK
b
 
(µg/ml) 
1. precepitev / / / / / 
2. precepitev 7,6 x 10
6
 62,5 <10 10
8
 31,25 
3. precepitev 1,8 x 10
7
 62,5 <10 10
8
 31,25 
4. precepitev 1,3 x 10
7
 62,5 <10 / / 
5. precepitev 4,0 x 10
7
 62,5 9,0 x 10
1
 10
8
 31,25 
6. precepitev / / / 10
8
 31,25 
7. precepitev 4,0 x 10
7
 31,25 7,2 x 10
2
 10
8
 15,6 
Legenda: N0 število bakterij v inokulumu, MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC za prilagojen sev, 
določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. N - MIKa: število bakterij prilagojenega seva pri MIKa 
vrednosti, N - 0,5x MIK
a: število bakterij prilagojenega seva v pri 0,5x MIK, 108: ocenjeno število bakterij pri 
0,5x MIK
a
, MIK
b
: predvidena minimalna inhibitorna koncentracija benzalkonijevega klorida za prilagojen sev, /: 
ni podatka zaradi precepitve seva na TSA. 
 
Priloga X: Določitev števila bakterij na benzalkonijev klorid prilagojenega seva L. innocua ŢM 41 pri 
zaporednih precepitvah bakterij in določitvah minimalne inhibitorne koncentracije benzalkonijevega klorida  
Precepitev N0  
(CFU/ml) 
MIK
a
 
(µg/ml) 
N - MIK
a
 
(CFU/ml) 
 N - 0,5x  MIK
a
 
(CFU/ml) 
MIK
b
 
(µg/ml) 
1. precepitev / / / / / 
2. precepitev 2,6 x 10
6
 62,5 <10 10
8
 31,25 
3. precepitev 1,2 x 10
7
 62,5 <10 10
8
 31,25 
4. precepitev 1,3 x 10
7
 31,25 1,6 x 10
2
 / / 
5. precepitev 6,3 x 10
7
 31,25 1,5 x 10
3
 10
8
 15,6 
6. precepitev / / / 10
8
 15,6 
7. precepitev 6,0 x 10
7
 31,25 <10 10
8
 15,6 
Legenda: N0 število bakterij v inokulumu, MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC za prilagojen sev, 
določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. N - MIKa: število bakterij prilagojenega seva pri MIKa 
vrednosti, N - 0,5x MIK
a: število bakterij prilagojenega seva v pri 0,5x MIK, 108: ocenjeno število bakterij pri 
0,5x MIK
a
, MIK
b
: predvidena minimalna inhibitorna koncentracija benzalkonijevega klorida za prilagojen sev, /: 
ni podatka zaradi precepitve seva na TSA. 
 
Priloga Y: Določitev števila bakterij na benzalkonijev klorid prilagojenega seva L. innocua ŢM 68 pri 
zaporednih precepitvah bakterij in določitvah minimalne inhibitorne koncentracije benzalkonijevega klorida 
Precepitev N0  
(CFU/ml) 
MIK
a
 
(µg/ml) 
N - MIK
a
 
(CFU/ml) 
 N - 0,5x  MIK
a
 
(CFU/ml) 
MIK
b
 
(µg/ml) 
1. precepitev / / / / / 
2. precepitev 6,0 x 10
6
 62,5 <10 10
8
 31,25 
3. precepitev 1,53 x 10
7
 62,5 <10 10
8
 31,25 
4. precepitev 2,0 x 10
7
 62,5 1,2 x 10
3
 / / 
5. precepitev 3,3 x 10
7
 62,5 <10 10
8
 31,25 
6. precepitev / / / 10
8
 31,25 
7. precepitev 1,6 x 10
7
 31,25 3,2 x 10
3
 10
8
 15,6 
Legenda: N0 število bakterij v inokulumu, MIK
a
: minimalna inhibitorna koncentracija BAC za prilagojen sev, 
določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. N - MIKa: število bakterij prilagojenega seva pri MIKa 
vrednosti, N - 0,5x MIK
a: število bakterij prilagojenega seva v pri 0,5x MIK, 108: ocenjeno število bakterij pri 
0,5x MIK
a
, MIK
b
: predvidena minimalna inhibitorna koncentracija benzalkonijevega klorida za prilagojen sev, /: 
ni podatka zaradi precepitve seva na TSA. 
